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Einleitung 3
1 Einleitung
Die naturwissenschaftliche Grundlagenforschung ist die Basis fu¨r eine nachhaltige Ent-
wicklung von Wirtschaft und Gesellschaft. Im Bereich der biophysikalischen Chemie
ist die Erforschung von Biomoleku¨len mit modernster Technik der wesentliche Beitrag
zur Grundlagenforschung. Der grundlegende Aufbau und die wesentlichen Mechanis-
men einer biologischen Zelle sind gut erforscht. Dennoch sind eine Vielzahl spezifischer
Prozesse innerhalb der Zelle, wie beispielsweise die Entstehung von Krankheiten, im-
mer noch terra incognita. Zum Versta¨ndnis dieser Prozesse werden immer komplexere
Modellsysteme beno¨tigt, die den Einsatz von fortgeschrittenen Techniken, wie beispiels-
weise die Anwendung von Synchrotronstrahlung, erfordern. Hier beginnen die Frage-
stellungen dieser Arbeit, die zu fu¨nf verschiedenen Studien zur Struktur und Dynamik
von Proteinen und Lipiden gefu¨hrt haben. Stets wurde eine bestimmte Technik der
Neutronen- oder Ro¨ntgenstreuung verwendet, um Informationen u¨ber das untersuchte
System zu erhalten. Zudem wurde zur Vervollsta¨ndigung oder Verifizierung der Ergeb-
nisse eine erga¨nzende biophysikalische Methoden angewendet. Neben der Untersuchung
des thermischen Verhaltens der Biomoleku¨le wurde auch Druck als thermodynamischer
Parameter verwendet. Im weiteren Verlauf dieser Einleitung wird jede Studie kurz er-
la¨utert und die wesentliche Untersuchung beschrieben.
Die erste Studie im Rahmen dieser Arbeit diente zur Bestimmung der lo¨sungsmittel-
spezifischen Dynamik des Proteins Insulin. Die biologische Aktivita¨t eines Proteins ba-
siert auf der fehlerfreien Faltung der Polypeptidkette in eine definierte dreidimensionale
Struktur, die sogenannte Tertia¨rstruktur, die wiederum aus kleineren Strukturelemen-
ten (Sekunda¨rstruktur) aufgebaut ist. Eine Mutation kann zu einer fehlerhaften Fal-
tung des Proteins fu¨hren, wodurch die biologischen Aktivita¨t teilweise oder vollsta¨ndig
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verloren geht. Diese Fehlfaltung kann der Auslo¨ser der Keimbildung, Aggregation und
Fibrillenbildung von Proteinen sein. [1–5] Abbildung 1.1 zeigt eine hypothetische Energie-
hyperﬂa¨che mit einem Faltungstrichter fu¨r die native Proteinfaltung (links) und einem
Aggregationstrichter fu¨r die Ausbildung von Fibrillen aufgrund von (teil-)entfalteten
Proteinen (rechts). Viele verschiedene Krankheiten werden mit den ausgebildeten Fi-
brillen, die als Amyloid bezeichnet werden, in Verbindung gebracht. Aufgrund dessen ist
das Versta¨ndnis der Fibrillenbildung eine der herausforderndsten und faszinierendsten
Aufgabenstellungen der biomolekularen Wissenschaften. [1,6–8] Trotz der fundamentalen
Kenntnisse u¨ber die Zusammenha¨nge zwischen Struktur, Dynamik und Funktion von
Proteinen und in Betracht der bereits vorhandenen detaillierten Strukturinformatio-
nen u¨ber Amyloidﬁbrillen sind die dynamischen Eigenschaften eines Proteins in der
Entstehungsphase der Fibrillen weitgehend unbekannt. Unter den Proteinen, die be-
reitwillig Fibrillen ausbilden, stellt das Protein Insulin aufgrund seiner medizinischen
Bedeutung und der enormen Menge an bereits verfu¨gbaren Forschungsergebnissen ein
gutes Modellsystem dar. [9–14] Insulin wird in den β-Zellen der Langerhans-Inseln pro-
duziert. Diese spezialisierten Zellen beﬁnden sich in der Bauchspeicheldru¨se (Pankre-
as). [15] Insulin besteht aus 51 Aminosa¨uren und besitzt eine molare Masse von 5800
Da. [16] Die 51 Aminosa¨uren sind in zwei Polypeptidketten unterteilt, die Polypeptid-
kette A besteht aus 21 Aminosa¨uren und die Polypeptidkette B aus 30 Aminosa¨uren.
Zwei α-Helices in Polypeptidkette A und eine α-Helix in Polypeptidkette B bestim-
men die Faltung des monomeren Insulins. Zwei Disulﬁdbru¨cken verbinden die beiden
Polypeptidketten kovalent. Eine intramolekulare Disulﬁdbru¨cke ist zusa¨tzlich in Poly-
peptidkette A zu ﬁnden. [15] Abgesehen von der mo¨glichen lokalen Amyloidablagerung
nach einer Insulininjektion bildet Insulin keine Amyloidﬁbrillen in vivo. In vitro kann
die Fibrillenbildung jedoch durch Temperaturerho¨hung, Absenkung des pH-Wertes oder
durch Schu¨tteln in Kontakt mit hydrophoben Oberﬂa¨chen erreicht werden. [9,17–19] Diese
amyloidinduzierenden Bedingungen stellen ein ernsthaftes Problem bei der Produktion
von und im Umgang mit Insulin dar. Eine Reihe von Studien dokumentieren Aggre-
gationsmechanismen von Insulin mit unterschiedlicher Morphologie der entstandenen
Amyloidﬁbrillen. [13,20–22] Beispielsweise bildet Insulin bei einem pH-Wert von 2 gro¨ß-
tenteils Dimere in Wasser aus. [23] Abbildung 1.2 zeigt die dreidimensionale Struktur
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Abbildung 1.1: Hypothetische Energiehyperﬂa¨che mit einem Faltungstrichter fu¨r die
native Proteinfaltung (links) und einem Aggregationstrichter fu¨r die Ausbildung von
Fibrillen aufgrund von (teil-)entfalteten Proteinen (rechts).
des Dimers von Insulin. Die Dimerisierung wird durch die Ausbildung von β-Stra¨ngen
zwischen den Aminosa¨uren B24 und B28 der beiden Monomere sowie durch van-der-
Waals-Wechselwirkungen zwischen den hydrophoben Aminosa¨uren der α-Helix und den
β-Stra¨ngen der Polypeptidkette B begu¨nstigt. [23] Das Aufheizen einer Insulinlo¨sung mit
100 mM Natriumchlorid und einem pH-Wert von 2 auf 60 ◦C fu¨hrt in wenigen Minuten
zur Fibrillenbildung. [20] Im Gegensatz hierzu liegt Insulin bei einem pH-Wert von 2
nach Zugabe von Ethanol hauptsa¨chlich als Monomer vor, und die Verzo¨gerungsphase
bis zum Einsetzten der Fibrillenbildung bei 60 ◦C wird enorm verla¨ngert. [20]
In dieser Studie wurde die Beziehung zwischen der Struktur, der Wechselwirkun-
gen und der Dynamik von Insulin unter zwei verschiedenen Lo¨sungsmittelbedingungen
bei einem pD-Wert von 2.4 und 45 ◦C untersucht, zum einen in der Anwesenheit von
100 mM Natriumchlorid (NaCl) und zum anderen nach Zugabe von 20 Vol.-% deute-
riertem Ethanol in Abwesenheit von Salzen. Die Dynamik von Insulin konnte mittels
Neutronenspinecho (NSE)-Spektroskopie ermittelt werden. Zusa¨tzliche Fluoreszenz-
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Abbildung 1.2: Dreidimensionale Struktur des Proteins Insulin (PDB ID: 1BEN).
Die Abbildung zeigt die Struktur als Dimer.
spektroskopie-Messungen und Ro¨ntgen-Kleinwinkelstreuexperimente konnten den zeit-
lichen Verlauf der Struktura¨nderungen des Insulins und die entstehenden Amyloidﬁ-
brillen detektieren.
Der Einﬂuss des makromolekularen Crowders Ficoll PM 70 auf die Stabilita¨t des
Proteins Staphylokokken-Nuklease wurde in der zweiten Studie untersucht. Seit C. B.
Anﬁnsen im Jahre 1973 den Entfaltungs- und Ru¨ckfaltungsprozess des Proteins Ribo-
nuklease A studierte und vero¨ﬀentlichte, [24] wurde dem Versta¨ndnis der Beziehungen
zwischen Aminosa¨uresequenz, Struktur, Dynamik und Faltungskinetik von Proteinen
viel Aufmerksamkeit gewidmet. [25,26] So wurden in der Vergangenheit meist nur die
physikalisch-chemischen Parameter von Proteinen in verdu¨nnten Puﬀerlo¨sungen be-
stimmt, das heißt bei typischen Konzentrationen von wenigen mg mL-1. Jedoch re-
pra¨sentiert eine verdu¨nnte Lo¨sung nicht die Situation im Zellinneren, wo bis zu 30 %
des Zellvolumens durch Makromoleku¨le besetzt werden. [27,28] In diesen dicht-gepackten
Umgebungen (engl.: macromolecular crowding) ko¨nnen Biomoleku¨le, wie beispielsweise
Proteine, andere Eigenschaften besitzen. Ha¨uﬁg wird der Eﬀekt des makromolekularen
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Crowdings durch das Ausschlussvolumen des Biomoleku¨ls in Anwesenheit von ande-
ren Makromoleku¨len beschrieben. Hierzu wird auch die sogenannte
”
self-crowding“-
Situation geza¨hlt, in der die Konzentration der Proteine so hoch ist, dass es zu einer
Einschra¨nkung des verfu¨gbaren Volumens (engl.: conﬁnement) fu¨r das einzelne Protein
kommt. [27–36]
Wa¨hrend in den letzten Jahren der Eﬀekt des makromolekularen Crowdings auf die
Stabilita¨t und den Faltungsprozess von Proteinen intensiv untersucht worden ist, ist
sehr wenig u¨ber den Eﬀekt auf das p, T -Stabilita¨tsdiagramm und die druckinduzierte
Faltungskinetik bekannt. [37–39] Druck ist, neben der Temperatur und dem chemischen
Potential bzw. der Aktivita¨t des gelo¨sten Stoﬀs und des Lo¨sungsmittels, ein entschei-
dender Parameter um eine vollsta¨ndige Beschreibung des thermodynamischen Verhal-
tens von biologischen Systemen geben zu ko¨nnen. [40–50] Die Ergebnisse von druckab-
ha¨ngigen Untersuchungen fu¨hren ha¨uﬁg zu einem besseren Versta¨ndnis der volumetri-
schen und solvatisierenden Eigenschaften. Daher gewinnt man hieraus auch detaillierte
Informationen u¨ber Stabilita¨t und Funktion von Proteinen sowie u¨ber intra- und inter-
molekulare Wechselwirkungen, Faltungsprozesse und Aggregationsmechanismen. [40–54]
Auf der anderen Seite sind druckabha¨ngige Untersuchungen von Wichtigkeit, um ein
grundlegendes Versta¨ndnis zu erlangen, wie lebende Organismen extreme Umweltein-
ﬂu¨sse u¨berleben, wie sie beispielsweise in der Tiefsee vorzuﬁnden sind. [41] Des Weiteren
ko¨nnen Cosolventien die temperatur- und druckabha¨ngigen physikalisch-chemischen
Eigenschaften von Protein beeinﬂussen. [55,56] Die Anwesenheit von Makromoleku¨len in
der unmittelbaren Umgebung von Proteinen hat allein schon aufgrund des Ausschluss-
volumens einen Einﬂuss auf die Energiehyperﬂa¨che der Proteinfaltung. Dies gilt, wenn
die Proteinfaltung zu einer kompakteren Form der Polypeptidketten fu¨hrt. Da Druck
direkt mit einer Volumena¨nderung verknu¨pft ist, stellt er einen idealen Parameter zum
Studium des Einﬂusses von makromolekularen Crowdern auf Proteine dar.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Fourier-Transform-Infrarotspektroskopie (FT-IR)-
Messungen durchgefu¨hrt, um den Eﬀekt des makromolekularen Crowders Ficoll PM
70 (Abbildung 1.3) auf das p, T -Stabilita¨tsdiagramm, thermodynamische Eigenschaf-
ten und die Faltungskinetik des Proteins Staphylokokken-Nuklease (SNase) zu unter-
suchen. Thermodynamische Parameter des Proteins in Abwesenheit und Anwesenheit
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Abbildung 1.3: Strukturformel des verwendeten makromolekularen Crowders Ficoll
PM 70.
des makromolekularen Crowders Ficoll PM 70 wurden zusa¨tzlich durch kalorimetrische
Messungen bestimmt. Die resultierenden Ergebnisse, die einen großen Temperatur- und
Druckbereich abdecken, wurden zusa¨tzlich mit theoretischen Modellen verglichen und
bewertet.
SNase ist ein kleines, monomeres Protein mit nur einer Doma¨ne. Es besteht aus 149
Aminosa¨uren und besitzt eine molare Masse von 16.8 kDa. Das Enzym SNase kata-
lysiert die Hydrolyse des Phosphatru¨ckgrats der DNA und RNA unter der Bildung
von Nukleosid-3’-mono- und diphosphaten. Das Protein ist gut charakterisiert und
weist eine reversible Entfaltung auf. [34,46,54] Abbildung 1.4 zeigt die von Hynes und
Fox im Jahre 1991 publizierte dreidimensionale Ro¨ntgenkristallstruktur des Proteins
SNase. [57] Die Ro¨ntgenkristallstrukturanalyse ergab einen Anteil von 26.2 % α-Helices,
24.8 % β-Faltbla¨tter, 26.8 % β-Schleifen, 8.7 % ungeordnete Polypeptidketten und
7.4 % lange, gerade Polypeptidketten. Des Weiteren konnten 6.1 % der Proteinstruk-
tur nicht genau zugeordnet werden. Der verwendete makromolekulare Crowder Ficoll
PM 70 ist ein stark verzweigtes und leicht wasserlo¨sliches Saccharose-Epichlorhydrin-
Copolymer mit einer molaren Masse von 70 kg mol-1. Die entstehenden Makromole-
ku¨le nehmen eine halbstarre ellipsoidfo¨rmige Struktur mit einem hydrodynamischen
Radius von ungefa¨hr 5 nm ein. Die Eignung des makromolekularen Crowders wur-
de in einer temperatur- und druckabha¨ngigen Strukturuntersuchung mittels Ro¨ntgen-
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Abbildung 1.4: Dreidimensionale Struktur des Proteins SNase (PDB ID: 1STN).
Kleinwinkelstreuung (engl.: small-angle X-ray scattering; SAXS) u¨berpru¨ft.
Nachdem die oben beschriebenen zwei Studien ausschließlich zur Bestimmung von
strukturellen und dynamischen Eigenschaften von Proteinen dienten, wurde in der
dritten Studie im Rahmen dieser Arbeit der Einﬂuss von doppelt-lipidiertem N-Ras-
Proteinen auf das drucksensitive Verhalten der Modellbiomembran 1,2-Dioleoyl-sn-
glycero-3-phosphocholin (DOPC) untersucht. Es existieren mehr als 150 Proteine, die
zur menschlichen Ras-Superfamilie der kleinen Guanosintriphosphatasen (GTPasen)
geho¨ren. Diese werden aufgrund ihrer Sequenz und Funktionalita¨t in fu¨nf Familien
unterteilt: Ras, Rho, Rab, Ran und Arf. [58] Kleine GTPasen fungieren als GDP/GTP-
regulierender molekularer Schalter, indem diese zwischen einer inaktiven
GDP-gebundenen und einer aktiven GTP-gebundenen Form wechseln. Des Weiteren
sind kleine GTPasen an Signaltransduktionswegen, die Zellwachstum, -diﬀerenzierung
und -apoptose regulieren, beteiligt. [59] Eine wichtige biochemische Eigenschaft der Re-
gulation der Signalweiterleitung, die ausgehend von zell- oder membransta¨ndigen Re-
zeptoren zu intrazellula¨ren Signalkaskaden fu¨hrt, ist die posttranslationale Modiﬁkation
des Proteins Ras mit Lipidmoleku¨len, die als Anker in der zytosolischen Seite der Zell-
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membran dienen. [60] Die onkogenen Proteine Rat sarcoma (Ras) sind die Gru¨ndungs-
mitglieder der Ras-Superfamilie. Aufgrund der entscheidenden Rolle in der menschli-
chen Krebsentstehung stehen Ras-Proteine im Fokus des Interesses bei biochemischen,
biophysikalischen und zellbiologischen Untersuchungen. Ungefa¨hr 30 % aller auftre-
tenden Tumore sind auf Punktmutationen im Ras-Protein zuru¨ckzufu¨hren. [61] Hierbei
kommt es zum Verlust der GTPase-Aktivita¨t des Ras. Auch die Zugabe von GTPase-
aktivierenden Proteinen (GAP) kann diese Aktivita¨t nicht mehr herbeifu¨hren, so dass
der Wechsel von der GTP-gebundenen Form zur GDP-Form blockiert ist. Die Folge
ist eine Akkumulation von aktiven Ras-Proteinen, und somit entsteht ein permanentes
wachstumstimulierendes Signal in der Zelle.
In dieser Arbeit wurde nun das Protein N-Ras, dessen Name aus dem urspru¨nglichen
Nachweisort in menschlichen Neuroblastomzellen resultiert, verwendet. Die posttrans-
lationale Modiﬁkation am C-Terminus, auch hypervariabler Bereich (engl.: hyperva-
riable region; HVR) genannt, besteht aus einem Linker sowie den Hexadecyl (HD)-
und Farnesyl (Far)-Ankermotiven (Abbildung 1.5). Um einen strukturellen Einblick
des Einﬂusses der Verankerung des Proteins in die Lipiddoppelschicht zu erhalten,
wurden die Neutronenreﬂektometrie und die interne Totalreﬂexionsﬂuoreszenzspektro-
skopie verwendet. Vorausgehende Arbeiten konnten zeigen, dass die direkte Lipidumge-
bung eine wichtige Rolle bei der Regulation der Signalvermittlung durch Ras-Proteine
spielt. [60,62–67] Sogenannte
”
lipid rafts“ bilden Cholesterin-reiche Mikrodoma¨nen in der
Zellmembran, die als Signalplattformen dienen, um extrazellula¨re Eﬀekte mit intrazel-
lula¨ren Signalkaskaden zu verbinden. [68,69] Zusa¨tzlich wird der Grenzﬂa¨che zwischen den
Doma¨nen eine besondere Rolle zugeordnet. [70,71] Mittels Rasterkraftmikroskopie (engl.:
atomic force microscopy; AFM) wurde festgestellt, dass das Protein N-Ras HD/Far in
einer neutralen raft-Modellmembran (DOPC/DPPC/Cholesterin 1:2:1) zuna¨chst in die
ﬂu¨ssig-ungeordnete Phase ld der Membran inkorporiert und anschließend an die ld/lo-
Grenzﬂa¨che diﬀundiert. In dieser Studie wurde das Phospholipid DOPC, das sich bei
25 ◦C in der ﬂuiden Phase beﬁndet (Tm = −17 ◦C), als Lipiddoppelschicht auf einem
festen Tra¨germaterial adsorbiert und anschließend mit dem Protein N-Ras HD/Far
versetzt. Zusa¨tzlich wurde Druck auf das System angewendet. Durch Druckapplikation
kann die Packungsdichte der Modellbiomembran kontinuierlich erho¨ht werden, so dass
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Abbildung 1.5: Schematische Darstellung des doppelt-lipidierten Proteins N-Ras
HD/Far. Die strukturelle Darstellung des Proteins N-Ras entspricht dem PDB Ein-
trag 4Q21. Die posttranslationale Modiﬁkation am C-Terminus, auch hypervariabler
Bereich (engl.: hypervariable region; HVR) genannt, besteht aus einem Linker sowie
den Hexadecyl(HD) und Farnesyl(Far)-Ankermotiven.
sich die Eigenschaften der ﬂu¨ssig-ungeordneten Phase ld der Lipiddoppelschicht denen
der ﬂu¨ssig-geordneten Phase lo anna¨hern.
Die vierte Studie im Rahmen dieser Arbeit ermo¨glichte einen Einblick in die außer-
gewo¨hnliche Struktur der Lipidmembran von Archaeen. Zellula¨re Lebewesen werden
in drei verschiedene Doma¨nen eingeteilt: Bakterien, Eukaryoten und Archaeen. Die
Archaeen (aus dem griech.,
”
uralt“,
”
urspru¨nglich“) sind Extremophile, das heißt, sie
ko¨nnen sich an extreme Bedingungen anpassen. Der Sulfolobus acidocaldarius ist ein
thermoacidophiles Archaeon und sein natu¨rliches Habitat ist die Umgebung von Vul-
kanen bei sehr hohen Temperaturen (65 − 90 ◦C) und pH-Werten zwischen 1 und 5.
Die Plasmamembran der Archaeen besteht zu u¨ber 90 % aus bipolaren Tetraetherli-
piden (engl.: bipolar tetraether lipids; BTLs), die eine entscheidende Rolle in der be-
merkenswerten Stabilita¨t gegenu¨ber extremen Wachstumsbedingungen spielen. [72] Die
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bipolaren Tetraetherlipide, die der Sulfolobus acidocaldarius entha¨lt, sind in der polaren
Lipidfraktion E (engl.: polar lipid fraction E; PLFE) zu ﬁnden. [73] Die PLFE ist eine
Mischung aus ˜90 % Glycerol-dialkyl-nonitol-tetraether (GDNT) und ˜10 % Glycerol-
dialkyl-glyceryl-tetraether (GDGT) (Abbildung 1.6). Der hydrophobe Teil dieser Lipide
besteht aus zwei Diphytanylketten mit einer Kettenla¨nge von je 40 Kohlenstoﬀatomen.
In Abha¨ngigkeit der Wachstumsbedingung kann jede Alkylkette bis zu 4 Cyclopentan-
ringe enthalten. [74] Die PLFE kann sowohl multilamellare als auch unilamellare Vesikel
in verschiedenen Gro¨ßen (˜0.65− 150 μm) ausbilden, [75,76] aber auch planare Membra-
nen. [77] Im Vergleich zu herko¨mmlichen Liposomen, die aus Diestern oder Diethern be-
stehen, weisen PLFE-Liposome bemerkenswerte physikalische Eigenschaften auf. Hier-
zu geho¨ren unter anderem die geringe Protonenpermeabilita¨t, die geringe Farbstoﬀ-
freisetzung, [75,78] eine hohe Stabilita¨t gegenu¨ber Autoklavierung und Ca2+-induzierter
Vesikelfusion, [79,80] eine dicht-gepackte und rigide Membranstruktur [76] sowie nur kleine
Enthalpie- und Volumena¨nderungen wa¨hrend Phasenu¨berga¨ngen. [81,82]
Um einen detaillierteren Einblick in die physikalische Natur der PLFE-Lipidmembranen
zu erlangen, wurde in dieser Arbeit der Einﬂuss von hohen hydrostatischen Dru¨cken auf
die Membrandicke, die Rauigkeit und die Streula¨ngendichte einer PLFE-Lipidmembran
getestet. Die PLFE-Lipidmembran wurde hierzu an eine Siliziumoberﬂa¨che adsorbiert
und mithilfe der Neutronenreﬂektometrie (NR) bei 25 ◦C und 50 bar bzw. 55 ◦C
und Dru¨cken bis 1800 bar untersucht. Neben Volumenﬂuktuationen ist die Kenntnis
der Membrandicke ein wichtiger Faktor, um die Permeabilita¨t von gelo¨sten Substan-
zen entlang der Lipidmembran zu bestimmen. [84] Die lamellare Schichtdicke d eines
PLFE-Vesikels in Lo¨sung wurde bereits mithilfe der Ro¨ntgen-Kleinwinkelstreuung in
Abha¨ngigkeit der Temperatur untersucht. [81] Wa¨hrend die Ro¨ntgen- bzw. Neutronen-
Kleinwinkelstreuung vorwiegend Informationen u¨ber die Gro¨ße der Vesikel und deren
multilamellare Struktur in Lo¨sung gibt, kann aus der Ro¨ntgen- bzw. Neutronenreﬂek-
tometrie das Streula¨ngendichteproﬁl des Lipids senkrecht zur Oberﬂa¨che relativ leicht
ermittelt werden. Hier proﬁtiert die Neutronenreﬂektometrie zusa¨tzlich vom starken
Streukontrast zwischen der untersuchten Grenzﬂa¨che (PLFE-Lipidmembran, adsorbiert
an einer Siliziumoberﬂa¨che) und ihrer direkten Umgebung (D2O). Druck ist auch hier
ein geeigneter Parameter um physikalische Eigenschaften von Biomoleku¨len zu bestim-
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Abbildung 1.6: Strukturformeln der bipolaren Tetraetherlipide in der polaren Li-
pidfraktion E (PLFE) des Archaeons Sulfolobus acidocaldarius. Der hydrophobe Teil
der Lipide besteht aus zwei Alkylketten mit je 40 Kohlenstoﬀatomen, die entweder in
einer oﬀenkettigen Form (oben) vorliegen oder bis zu vier Cyclopentanringe (unten)
enthalten ko¨nnen. Die hydrophilen Kopfgruppen sind zum einen Inosit (Cyclohexanhe-
xanol; R1) und zum anderen im Fall des Glycerol-dialkyl-nonitol-tetraethers (GDNT)
β-D-Glucopyranose (R2 links) oder im Fall des Glycerol-dialkyl-glyceryl-tetraethers
(GDGT) β-D-Galactosyl-β-D-glucopyranose (R2 rechts).
[83]
men. Unter isothermen Bedingungen fu¨hrt Druck ausschließlich zu Volumena¨nderun-
gen des Systems, ohne dabei die thermische Energie zu a¨ndern. Der Druckeﬀekt auf
herko¨mmliche Vesikel ist bereits ausgiebig untersucht worden. Jedoch ist das druckab-
ha¨ngige Verhalten von bipolaren Tetraetherlipiden weitgehend unbekannt.
Etwas entfernt von der Grundlagenforschung wurden schließlich in einer anwen-
dungsorientierten Studie die temperatur- und druckinduzierten Kristallphasenu¨berga¨n-
ge der Triacylglycerole aus Kakaobutter untersucht. Triacylglycerole (TAG) resultieren
aus der dreifachen Veresterung von Glycerin mit Fettsa¨uren. Diese Verbindungsklas-
se ist vorwiegend in Fetten und fetten O¨len vorzuﬁnden. Triacylglycerole spielen in
der Industrie eine entscheidende Rolle. Beispielsweise besteht fertige Schokolade zu
25 − 36 % aus Kakaobutter (lat.: Oleum Cacao), die fast ausschließlich aus Triacyl-
glycerolen besteht. Kakaobutter ist entscheidend fu¨r Eigenschaften der Schokolade,
wie Glanz, Struktur oder Geschmack. [85] Neben kleinen Mengen an freien Fettsa¨u-
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Abbildung 1.7: Strukturformel des Triacylglycerols, 1-Palmitoyl-2-oleoyl-3-stearoyl-
glycerol (POS).
ren, Mono- und Diacylglycerolen sind die drei Triacylglycerole 1,3-Dipalmitoyl-2-oleoyl-
glycerol (POP), 1-Palmitoyl-2-oleoyl-3-stearoyl-glycerol (POS; Abbildung 1.7) und 1,3-
Distearoyl-2-oleoyl-glycerol (SOS) zusammengerechnet mit u¨ber 80 % die Hauptbe-
standteile der Kakaobutter. [86]
Bei der Herstellung von Schokolade ist die richtige Wa¨rmebehandlung (engl.: tempe-
ring) wa¨hrend des Kristallisationsprozesses von enormer Wichtigkeit, da hierbei rheolo-
gische und weitere physikalische Eigenschaften festgelegt werden. [87] Die entstehenden
Eigenschaften sind eng mit der auskristallisierten Phase der Kakaobutter verknu¨pft.
Der Polymorphismus von Kakaobutter wird durch 6 verschiedene Kristallphasen be-
schrieben. [88] Schmelzpunkte und die genaue Nomenklatur der einzelnen Kristallpha-
sen werden in der Literatur dennoch unterschiedlich beschrieben. Die Nomenklatur von
Lovegren et al. [88]beschreibt die Kristallphasen mit ro¨mischen Zahlen von I bis VI, wo-
bei die Kristallphasen nach steigendem Schmelzpunkt sortiert sind. I beschreibt die
instabilste und V die stabilste Kristallphase der Kakaobutter. Bei der Herstellung der
Schokolade wird gezielt Kristallphase V erzeugt, da diese u¨ber die gewu¨nschten physika-
lischen Eigenschaften verfu¨gt und eine lange Lagerzeit ermo¨glicht. [86] Eine direkte Kris-
tallisation der aufgeschmolzenen Kakaobutter bzw. Schokolade in die gewu¨nschte Kris-
tallphase V ist mit langen Kristallisationszeiten verbunden und somit unwirtschaftlich.
Daher wird in der Industrie die Schmelze so stark abgeku¨hlt, dass die Kakaobutter in
Kristallphase II oder III auskristallisiert. Anschließend wird durch erneutes Erwa¨rmen
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eine Kristallphasenumwandlung in Kristallphase V erzielt und somit das gewu¨nschte
Endprodukt erreicht. [87] Eine schlechte Wa¨rmebehandlung wa¨hrend der Kristallisati-
on der Kakaobutter kann die Lagerzeit der Schokolade drastisch verku¨rzen, und ein
weißer, unappetitlicher Film bildet sich auf der Schokolade. [89] Diese Fettkristallisation
(engl.: fat bloom) an der Oberﬂa¨che wird ha¨uﬁg mit der Kristallphasenumwandlung
von V nach VI in Verbindung gebracht. [85,90] Wa¨hrend die temperatur-gesteuerte Kris-
tallisation von Kakaobutter, der Einﬂuss von Inhibitoren, die Charakterisierung der
Einzelkomponenten und der Einsatz von Kakaobuttera¨quivalenten intensiv untersucht
worden ist [87,91,92], ist der Einﬂuss von Druck bisher ohne Beru¨cksichtigung geblieben.
In dieser Studie wurde der Einﬂuss von hydrostatischen Dru¨cken bis 2000 bar auf die
Kristallphasen von Kakaobutter bei verschiedenen Temperaturen untersucht. Die re-
sultierenden Diﬀraktogramme aus der Ro¨ntgen-Klein- und Weitwinkelstreuung wurden
anhand der auftretenden Bragg-Reﬂexe analysiert und den verschiedenen Kristallpha-
sen der Kakaobutter zugeordnet.
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2 Probenpra¨paration
2.1 Insulin
Die verwendeten Chemikalien (Deuteriumoxid (D2O), Deuteriumchlorid (DCl), Na-
triumchlorid (NaCl), Thioﬂavin T (ThT) und Ethanol-d6 (EtOD)) und das nicht-
deuterierte Protein Rinderinsulin wurden von der Firma Sigma-Aldrich (Schnelldorf,
Deutschland) erworben und ohne weitere Aufreinigung verwendet. Das Protein Insu-
lin wurde in D2O gelo¨st und durch Zugabe kleiner Mengen einer konzentrierten DCl-
Lo¨sung auf einen pD-Wert von 2.4±0.1 eingestellt. Fu¨r jede Probe wurde der pD-Wert
mit einer herko¨mmlichen pH-Elektrode, unter Beru¨cksichtigung des Korrekturterms
zwischen pD und pH von 0.4, eingestellt. [93] Die verwendeten Proben wurden vor jeder
Messung frisch pra¨pariert und fu¨r alle verwendeten Methoden (NSE-Spektroskopie,
Fluoreszenzspektroskopie und Ro¨ntgen-Kleinwinkelstreuung) identisch in Bezug auf
Proteinkonzentration, Lo¨sungsmittel, pD-Wert und der Zugabe der Cosolventien (100
mM NaCl bzw. 20 Vol.-% EtOD) hergestellt.
2.2 Staphylokokken-Nuklease (SNase) und
makromolekulare Crowder
Das untersuchte Protein Staphylokokken-Nuklease (SNase) wurde freundlicherweise von
der Arbeitsgruppe um Frau Prof. Dr. C. A. Royer (Centre de Biochimie Structurale,
Montpellier, Frankreich) zur Verfu¨gung gestellt. Details der Synthese und Aufreini-
nung ko¨nnen in Referenz [94] nachgelesen werden. Die Messungen wurden bei einem
pD-Wert von 5.5 durchgefu¨hrt, da bisherige Hochdruck-Untersuchungen an SNase in
verdu¨nnten Lo¨sungen vorwiegend unter diesen Bedingungen durchgefu¨hrt worden sind
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und somit ein Vergleich mo¨glich ist. [95–98] Der pD-Wert wurde mit einer herko¨mm-
lichen pH-Elektrode eingestellt, und dem abgelesenen pH-Wert wurde ein Korrek-
turterm von 0.4 hinzu addiert. [93] Der verwendete Puﬀer, Bis(2-hydroxyethyl)amino-
tris(hydroxymethyl)methan (BisTris) sowie die makromolekularen Crowder Ficoll PM
70 (Poly(sucrose-co-epichlorhydrin)) und Dextran 70 (vom Leuconostoc spp.) wurden
von der Firma Sigma-Aldrich (Schnelldorf, Deutschland) erworben und ohne weitere
Aufreinigung verwendet.
1, 15 und 30 gew.-%ige Lo¨sungen der makromolekularen Crowder Ficoll PM 70 und
Dextran 70 wurden in 20 mM BisTris-Puﬀerlo¨sung (pH 5.5) hergestellt und mittels
Ro¨ntgen-Kleinwinkelstreuung vermessen. Fu¨r die FT-IR-Messungen wurde das Protein
SNase in D2O gelo¨st und fu¨r eine Stunde auf 40
◦C aufgeheizt. Um einen vollsta¨ndigen
H-D-Austausch zu gewa¨hrleisten, wurde die Probe u¨ber Nacht bei Raumtemperatur
gelagert. Die u¨berstehende Lo¨sung wurde mithilfe eines Porenﬁlters (Milipore Cen-
trifugal Filter Units, MWCO = 10 kDa) abzentrifugiert (4 ◦C, 14000 g) und dreimal
mit jeweils 500 μL einer 20 mM BisTris-Puﬀerlo¨sung (pD 5.5) gewaschen. Anschließend
wurde dem Filterru¨ckstand die entsprechende Menge einer 20 mM BisTris-Puﬀerlo¨sung
(pD 5.5) hinzugefu¨gt, so dass eine 3 bzw. 15 gew.-%ige Proteinlo¨sung resultierte. Die
Deuterierung des makromolekularen Crowders wurde ebenfalls mit reinem D2O durch-
gefu¨hrt. Hierzu wurde die Lo¨sung fu¨r mehrere Stunden bei Raumtemperatur belassen
und u¨ber Nacht gefriergetrocknet. Das deuterierte Ficoll PM 70 wurde anschließend
als 30 gew.-%ige Lo¨sung in 20 mM BisTris-Puﬀer (pD 5.5) dem Protein hinzugefu¨gt.
Die Probenpra¨paration fu¨r die kalorimetrischen Messungen wurde analog zu der der
FT-IR-Messungen durchgefu¨hrt, jedoch wurde hierbei das Protein nicht auf 40 ◦C auf-
geheizt. Fu¨r die dynamische Diﬀerenzkalorimetrie wurde eine Proteinkonzentration von
0.3 Gew.-% und fu¨r die Druck-Pertubations-Kalorimetrie eine Proteinkonzentration von
0.5 Gew.-% verwendet, jeweils in Abwesenheit und Anwesenheit des makromolekularen
Crowders Ficoll PM 70 mit einer Konzentration von 30 Gew.-%.
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2.3 N-Ras HD/Far GppNHp und DOPC
Das doppelt-lipidierte Protein Neuroblastoma-ras (N-Ras) mit dem Hexadecyl- und
Farnesylankermotiven (HD/Far) in der nicht-hydrolysierbaren, aktiven Form (GppN-
Hp) wurde freundlicherweise von der Arbeitsgruppe um Herrn Prof. Dr. H. Waldmann
(Max-Planck-Institut fu¨r molekulare Physiologie, Dortmund, Deutschland) zur Verfu¨-
gung gestellt. Details der Synthese, Aufreinigung und posttranslationalen Proteinmo-
diﬁkationen ko¨nnen in den Referenzen [99,100] nachgelesen werden.
Die verwendeten Chemikalien (Deuteriumoxid (D2O), Deuteriumchlorid (DCl), Bis(2-
hydroxyethyl)amino-tris(hydroxymethyl)methan (BisTris), 6-Dodecanoyl-N,N-
dimethyl-2-naphthylamin (LAURDAN)) wurden von der Firma Sigma-Aldrich (Schnell-
dorf, Deutschland) und das verwendete Phospholipid 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-
cholin (DOPC) wurde von der Firma Avanti Polar Lipids, Inc. (Alabaster, Al, USA)
erworben und ohne weitere Aufreinigung verwendet.
Der fu¨r die Neutronenreﬂektivita¨tsmessungen verwendete Silizium-Wafer (Siliziumver-
arbeitung Andrea Holm, Tann, Deutschland) wurde mit einer Mischung aus Wasser-
stoﬀperoxid (H2O2), Ammoniak (NH3) und Wasser (1:1:4) bei 70
◦C fu¨r 15 min gerei-
nigt und anschließend intensiv mit destilliertem Wasser abgespu¨lt. Die Kleinteile der
inneren Probenzelle, die in Kontakt mit der Probenlo¨sung sind, wurden mithilfe einer 2
vol.-%igen Hellmanex II-Lo¨sung (Hellma Analytics, Mu¨llheim, Deutschland) von Ver-
unreinigungen befreit.
3.5 mg DOPC wurden in 1 mL Chloroform gelo¨st, intensiv durchmischt und mit Inert-
gas getrocknet, so dass sich ein du¨nner Lipidﬁlm am Rand des Probengefa¨ßes gebildet
hat. Der entstandene DOPC-Film wurde in 1 mL D2O aufgenommen. Durch intensi-
ves Durchmischen und 15-minu¨tiger Ultraschallbehandlung wurden Vesikel hergestellt.
Anschließend wurde die Lo¨sung auf eine Konzentration von 0.5 mg mL-1 durch Zugabe
von weiteren 6 mL D2O eingestellt. Zur Herstellung von kleinen, unilamellaren Vesi-
keln (engl.: small unilamellar vesicles; SUV) wurde die Lo¨sung jeweils zweimal intensiv
durchmischt und mit Ultraschall behandelt (je 15 min). [101–103] Die innere Probenzelle
der Hochdruck-Neutronenreﬂektivita¨tszelle wurde mit 6 mL der DOPC-Lo¨sung befu¨llt
und anschließend fu¨r 90 min bei 40 ◦C im Wasserbad inkubiert. Die auf dem Silizium-
20 Probenpra¨paration
Wafer gespreitete DOPC-Doppelschicht wurde anschließend von nicht adsorbierten Ve-
sikeln durch zweimaliges Spu¨len mit je 6 mL D2O befreit. Fu¨r die Druckmessungen
wurde die Messzelle mit 6 mL Puﬀerlo¨sung (20 mM BisTris, 5 mM MgCl2, pD 7.5)
befu¨llt. BisTris weist ein sehr geringes Reaktionsvolumen auf, so dass eine druckindu-
zierte pH-Wertvera¨nderung vernachla¨ssigt werden kann. [104]
Die verwendete N-Ras HD/Far GppNHp-Lo¨sung wurde mit einer ﬁnalen Konzentrati-
on von 0.01 mg mL-1 hergestellt. Hierzu wurde das Protein (Stammlo¨sung: c = 19.59
mg mL-1) langsam auf Eis aufgetaut und anschließend 3.1 μL der Stammlo¨sung mit
5996.9 μL Puﬀerlo¨sung vermischt. Die resultierende Lo¨sung wurde bei Raumtempera-
tur u¨ber die adsorbierte DOPC-Doppelschicht im Inneren der Probenkammer gefu¨llt.
Die Inkubationszeit betrug 2 h.
Die Probenpra¨paration fu¨r die Messung der internen Totalreﬂexionsﬂuoreszenz (TIRF)
wurde analog zur Neutronenreﬂektivita¨t durchgefu¨hrt. Das verwendete Quarzprisma
wurde analog zum Silizium-Wafer gereinigt. Zur Charakterisierung der Lipidmembran
wurde der extrinsische Fluorophor LAURDAN in einem molaren Verha¨ltnis von 1:50
hinzugegeben. Das Protein wurde mit dem extrinsischen Fluorophor BODIPY mar-
kiert. Das molare Verha¨ltnis zwischen Protein und Fluorophor betrug hierbei 1:2.
2.4 Lipidmembran der Archaeen
Die untersuchte Lipidmembran der Archaeen, die sogenannte polare Lipidfraktion E
(engl.: polar lipid fraction E; PLFE), wurde freundlicherweise von der Arbeitsgruppe
um Herrn Prof. Dr. P. L.-G. Chong (Department of Biochemistry, Temple Univer-
sity School of Medicine, Philadelphia, PA, USA) zur Verfu¨gung gestellt. Die PLFE
wurden aus Zellen des Sulfolobus acidocaldarius (ATCC No. 49426; American Type
Culture Collection, Rockville, MD, USA) unter aeroben und heterotrophen Bedingun-
gen bei einer Wachstumstemperatur Tg von 80
◦C und einem pH-Wert von ungefa¨hr
2.5 extrahiert. Details der Synthese und Aufreininung ko¨nnen in den Referenzen [73,105]
nachgelesen werden.
Fu¨r die Messungen wurden 1 mg lyophilisiertes PLFE (Tg = 80
◦C) in 1 mL Wasser di-
spergiert, anschließend bei einer Temperatur von 65 ◦C gelo¨st und intensiv durchmischt.
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Zur Homogenisierung und Ausbildung von multilamellaren Vesikeln (MLV) wurde die
Probe fu¨r 15 min mit Ultraschall behandelt, gefolgt von fu¨nf Gefrier-Tau-Zyklen. Die
Extrusion bei 65 ◦C durch eine Polycarbonatmembran mit einer Porengro¨ße von 100
nm wandelte die MLV in kleine, unilamellare Vesikel (SUV) um. Die Ausbildung der
Lipidmembran an der Oberfla¨che des Silizium-Wafers erfolgte durch Aufbrechen der
adsorbierten Vesikel (engl.: vesicle rupture). Hierzu wurde die SUV-Lo¨sung auf den
Wafer gespreitet und in einer Hydratationskammer bei 70 ◦C und einer relativen Luft-
feuchtigkeit von 100 % fu¨r 2 h inkubiert. Anschließend wurde die Probe vorsichtig mit
Wasser abgespu¨lt, um u¨berschu¨ssiges Lipid und nicht gespreitete Vesikel zu entfernen.
Bis zur Messung wurde die fertige Probe gefriergetrocknet.
Fu¨r Neutronenreflektivita¨tsmessungen wurde die auf dem Silzium-Wafer gespreitete
Lipidmembran mit 6 mL D2O rehydratisiert und danach fu¨r eine 1 h a¨quilibriert.
Der verwendete Silizium-Wafer wurde von Siliziumverarbeitung Andrea Holm (Tann,
Deutschland) erworben. Der Wafer wurde aus einem p-Typ-Siliziumkristall mit einer
(111)-Oberfla¨chenorientierung gefertigt. Die polierte Oberfla¨che wurde mit einer Mi-
schung aus Schwefelsa¨ure (H2SO4) und Wasserstoffperoxid (H2O2) (7:3) fu¨r 15 min bei
80 ◦C gereinigt und anschließend intensiv mit destilliertem Wasser abgespu¨lt.
2.5 Kakaobutter
Die verwendete Kakaobutter wurde freundlicherweise vom Deutschen Institut fu¨r Le-
bensmitteltechnik e.V. (Quarkenbru¨ck, Deutschland) zur Verfu¨gung gestellt. Die Ka-
kaobutter wurde in einem Becherglas fu¨r 10 min auf eine Temperatur von 50 ◦C erhitzt
und im flu¨ssigen Zustand direkt in einen Probenhalter (PTFE-Dichtungsring) u¨ber-
fu¨hrt. Anschließend wurden die jeweiligen Proben bis zur Verwendung, mindestens 12
Stunden, im Ku¨hlschrank (˜7
◦C) gelagert.
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3 Experimentelle Methoden
3.1 Neutronenreﬂektometrie
Die Reﬂektometrie dient zur Bestimmung des Streula¨ngendichteproﬁls von du¨nnen
Schichten senkrecht zur Oberﬂa¨che. Typischerweise werden Lipidmembranen und Pro-
teinadsorbate an der Wasser/Luft-Grenzﬂa¨che oder, wie in dieser Arbeit durchgefu¨hrt,
an der wa¨ssrig-festen Grenzﬂa¨che untersucht. Die Grundlagen und Anwendungen der
Ro¨ntgen- und Neutronenreﬂektometrie werden ausfu¨hrlich in den Referenzen [106–109]
beschrieben.
Im Reﬂektivita¨tsexperiment wird die Reﬂektivita¨t R als Funktion des Streuvektor-
betrags Q gemessen. Hierbei wird die Reﬂektivita¨t als Quotient der reﬂektierten I und
eingestrahlten Intensita¨t I0 berechnet. Typischerweise wird der Streuvektorbetrag Q
T0 T0
T1
0k
&
'
0k
&
z
1k
&
n0
n1
0k
&
Q
&
 0sin4 TO
S Q&
2T0
'
0k
&
Abbildung 3.1: Streugeometrie bei Reﬂektivita¨tsmessungen. n1 und n2 sind die Bre-
chungsindices der Medien. Der Streuvektor Q ist die Diﬀerenz der Wellenvektoren k0
und k
′
0 des einfallenden und des reﬂektierten Strahls mit dem Betrag 2π/λ.
k1 ist der
Wellenvektor des refraktierten Strahls, der unter dem Winkel θ1 ins untere Medium
eintritt. [109]
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als variable Gro¨ße verwendet, da dieser auf die Wellenla¨nge λ normiert ist und so-
mit die Vergleichbarkeit der Reﬂektivita¨tskurven gegeben ist. Die Streugeometrie ist
schematisch in Abbildung 3.1 dargestellt. Voraussetzung der Reﬂektivita¨t ist, dass die
Winkel des einfallenden und des reﬂektierten Strahls relativ zur Grenzﬂa¨che identisch
sein mu¨ssen. Typischerweise werden Winkel kleiner 5◦ betrachtet. Der Brechungsin-
dex des jeweiligen Mediums kann fu¨r Neutronenstrahlung nach folgender Gleichung
berechnet werden:
n = 1− δ + iβ = 1− λ
2
2π
ρS + i
λ
4π
μn (3.1)
Die Streula¨ngendichte (SLD) ρS ist die Summe aller koha¨renten Streula¨ngen bi der
Atome innerhalb eines Volumenelements ΔV . μn ist der Absorptionskoeﬃzient des
Mediums fu¨r Neutronen, dessen Wert fu¨r die meisten Isoptope sehr klein ist und hier
vernachla¨ssigt werden kann. Die Streula¨nge der Kerne variiert in einem nicht-linearem
Zusammenhang innerhalb des Periodensystems. Daru¨ber hinaus weisen sogar verschie-
dene Isotope eines chemischen Elements einen Unterschied in den Streula¨ngen auf. Das
bekannteste und auch wichtigste Beispiel fu¨r biologische Probensysteme ist der Unter-
schied der Streula¨ngen des Wasserstoﬀs (b(1H) = −0.374·10−12 cm) und des Deuteriums
(b(D) = b(2H) = 0.667 · 10−12 cm). In der Natur ist das Isotop 1H mit einem Vorkom-
men von mehr als 99.9 % ubiquita¨r. Diese Tatsache wird bei der Kontrastvariation
ausgenutzt, indem deuteriertes Lo¨sungsmittel verwendet wird und somit der Kontrast
(Diﬀerenz der Streula¨ngendichten zwischen Probe und Lo¨sungsmittel) vera¨ndert wer-
den kann.
In dieser Arbeit wurden die Messungen an der Fest/Flu¨ssig-Grenzﬂa¨che durchgefu¨hrt.
Der Brechnungsindex des verwendeten Silizium-Wafers ist fu¨r Neutronen gro¨ßer als der
von D2O, so dass der Neutronenstrahl durch den Silizium-Wafer einstrahlt wird und
an der Silizium/D2O-Grenzﬂa¨che reﬂektiert und refraktiert wird. Allgemein kann die
Refraktion mithilfe des Snelliusschen Brechungsgesetzes beschrieben werden:
n0 cos (θ0) = n1 cos (θ1) (3.2)
Unterhalb des kritischen Winkels θc wird θ1 gleich 0 und es entsteht Totalreﬂexion
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(R = 1). In diesem Fall gilt nach Gleichung 3.2:
cos (θc) =
n1
n0
(3.3)
Somit la¨sst sich anhand des kritischen Winkels und den daraus resultierenden Bre-
chungsindices unter Verwendung von Gleichung 3.1 die Streula¨ngendichte des Lo¨sungs-
mittels berechnen.
Oberhalb des kritischen Winkels wird das Amplitudenverha¨ltnis von reﬂektierter zu
einfallender Welle mit dem Reﬂexionskoeﬃzienten r01 der Grenzﬂa¨che beschrieben:
r01 =
Q0 −Q1
Q0 +Q1
e−
1
2
Q0Q1σ201 (3.4)
Aufgrund der spekula¨ren Reﬂexion wird der Streuvektorbetrag Q nur durch die z-
Komponente des Wellenvektors beschrieben. Wa¨hrend der Messung einer Reﬂektiviti-
ta¨skurve wird Q0 gema¨ß folgender Gleichung u¨ber den Einfallswinkels θ0 gea¨ndert:
Q0 =
4π
λ
sin (θ0) (3.5)
Q1 wird hier aus Q0 und dem Streuvektorbetrag am kritischen Winkel Qc berechnet:
Q1 =
√
Q20 −Q2c (3.6)
Der Parameter σ01 beschreibt die Grenzﬂa¨chenrauigkeit. Schließlich gibt das Betrags-
quadrat des Reﬂexionskoeﬃzienten die Reﬂektivita¨t R wieder:
R = |r01|2 (3.7)
Zur Auswertung der gemessenen Reﬂektivita¨tskurven wird die berechnete Reﬂektivi-
ta¨t durch Variation der Strukturparameter an die experimentell erhaltene Reﬂektivita¨t
angepasst.
Nach Adsorption eines Probensystems an der Oberﬂa¨che des Silizium-Wafers wird der
Neutronenstrahl an der Ober- und Unterseite des Adsorbats reﬂektiert. Das System
weist nun zwei Reﬂexionskoeﬃzienten auf, na¨mlich r01 (Silizium/Adsorbat) und r12
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(Adsorbat/Lo¨sungsmittel). Aufgrund der Interferenz der beiden reﬂektierten Neutro-
nenstrahlen kann der Gesamtreﬂexionskoeﬃzient mit folgenden Gleichung ausgedru¨ckt
werden:
r′01 =
r01 + r12e
iQ1d1
1 + r01r12eiQ1d1
(3.8)
Q1 ist der Streuvektorbetrag im Adsorbat und d1 die Schichtdicke des Adsorbats. Durch
die Anwendung von Gleichung 3.8 als Rekursionsformel kann die Reﬂektivita¨t eines
Multischichten-Systems berechnet werden. Nach diesem Formalismus von L. G. Par-
ratt (1954) [110] wird zuna¨chst gema¨ß Gleichung 3.8 der Reﬂexionskoeﬃzient der beiden
untersten Grenzﬂa¨chen bestimmt. Anschließend wird dieser mit der daru¨ber liegenden
Grenzﬂa¨che verrechnet. Dieser Vorgang wird bis zum Erreichen der obersten Grenz-
ﬂa¨che wiederholt. Der resultierende Reﬂexionskoeﬃzient des Multischichten-Systems
wird gema¨ß Gleichung 3.7 in die Reﬂektivita¨t umgerechnet.
3.1.1 Verwendete Hochdruckzelle
Die Messungen der Neutronenreﬂektometrie von Probensystemen bei hohen hydrosta-
tischen Dru¨cken wurden in einer Hochdruckzelle durchgefu¨hrt, die von Dr. Christoph
Jeworrek im Arbeitskreis von Prof. Dr. Roland Winter (Physikalische Chemie I) kon-
struiert wurde. [83] Der a¨ußere, zylindrische Zellko¨rper besteht aus einer Ni-Cr-Legierung
(Allvac 718). Die maximale Zugfestigkeit des Zellko¨rpers bei einem Außen-zu-Innen-
Durchmesser-Verha¨ltnis von 3.4 betra¨gt 6028 bar. Aufgrund des verwendeten Fenster-
materials, der Al-Legierung AlMgSi1, wurde die maximale Belastbarkeit der Zelle auf
einen Druck von 2500 bar begrenzt. Die Transmission fu¨r Neutronen mit einer Wellen-
la¨nge λ von 4.66 A˚ betra¨gt bei zwei eingebauten Fenstern 68.8 %.
Die innere Probenzelle entha¨lt einen Silizium-Wafer mit einer polierten Oberﬂa¨che
von ungefa¨hr 14 cm2. Fu¨r die Messung einer Reﬂektivita¨tskurve an der Flu¨ssig/Fest-
Grenzﬂa¨che wird lediglich 6 mL Probenlo¨sung beno¨tigt. Die Probenlo¨sung wird durch
eine ﬂexible Membran vom drucku¨bertragenden Medium (meistens H2O) getrennt.
Im Gegensatz zur Beschreibung in Referenz [83] wurde die Kombination aus Kupferring
und O-Ring zur Abdichtung der Deckelverschraubung durch einen Polyoxomethylen
(POM)-Dichtungsring ersetzt und das Anzugdrehmoment der M 12-Schrauben auf 69
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Nm (8 kpm) erho¨ht. Diese Optimierungen gewa¨hrleisten die Druckstabilita¨t u¨ber meh-
rere Stunden, wie sie bei Neutronenreﬂektometriemessungen beno¨tigt wird.
Die hydrodynamischen Dru¨cke wurden mit einer Handspindelpresse der Firma No-
va Swiss (Eﬀretikon, Schweiz) realisiert. Der applizierte Druck wurde mithilfe eines
Drucksensors bestimmt und u¨ber eine digitale Anzeige ausgegeben. Die Temperierung
der Hochdruckzelle erfolgte u¨ber einen externen Thermostaten.
3.1.2 Messungen am Forschungsreaktor HFR in Grenoble
(Frankreich)
Die Neutronreﬂektometriemessungen wurden an dem Reﬂektometer Figaro des
”
In-
stitut Laue-Langevin“ (ILL) durchgefu¨hrt. [111] Das ILL ist Betreiber des Forschungs-
reaktors
”
High-Flux Reactor“ (HFR), der eine Flussdichte von 1.5 · 1010 Neutronen s-1
cm-2 bei einer thermischen Energie von 58.3 MW erzeugt.
Das Figaro (Fluid Interfaces Grazing Angles ReﬂectOmeter) verwendet die Flug-
zeitdetektion u¨ber einen 2-dimensionalen Neutronendetektor (3He Rohr Aluminium-
Monoblock). Der Geschwindigkeitsselektor lieferte einen Wellenla¨ngenbereich λ von
2 A˚ bis 20 A˚. Eine Neutronenreﬂektivita¨tskurve wurde bei zwei verschiedenen Ein-
fallswinkeln (θ1 = 0.64
◦; θ2 = 1.98◦) gemessen. Hierdurch konnte eine Detektion der
Intensita¨t u¨ber einen Bereich des Streuvektorbetrags Q von 0.007 A˚-1 bis 0.21 A˚-1 rea-
lisiert werden. Die Aufnahme einer kompletten Neutronenreﬂektivita¨tskurve dauerte
ungefa¨hr 4 h. Vor jeder Messung wurden ein Ho¨hen- und ein Theta-Winkelscan durch-
gefu¨hrt, um eine optimale Lage des Si-Wafers zu gewa¨hrleisten.
Die Transformation der resultierenden 2-dimensionalen Streubilder in 1-dimensionale
Reﬂektivita¨tskurven (Reﬂektivita¨t als Funktion des Streuvektorbetrages) sowie das Zu-
sammenfu¨hren der Reﬂektivita¨tskurven der verschiedenen Einfallswinkel wurde mittels
der frei verfu¨gbaren Software
”
Lamp“ durchgefu¨hrt. [112] Die Analyse der Neutronen-
reﬂektivita¨tskurve erfolgte durch Anpassung der theoretischen Reﬂektivita¨tskurven an
experimentelle Daten unter Verwendung der Software
”
Parratt32“ (Version 1.6.0;
Helmholtz Zentrum Berlin, Deutschland).
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3.1.3 Messungen am Forschungsreaktor FRM II in Garching bei
Mu¨nchen
Die Neutronreﬂektometriemessungen wurden an dem Reﬂektometer Refsans der
Forschungs-Neutronenquelle Heinz Maier-Leibnitz, die eine zentrale wissenschaftliche
Einrichtung der Technischen Universita¨t Mu¨nchen (TUM) ist, durchgefu¨hrt. [113] Der
”
Forschungsreaktor Mu¨nchen II“ (FRM II) erzeugt eine Flussdichte von 8 · 1014 Neu-
tronen s-1 cm-2 bei einer thermischen Energie von 20 MW.
Das Refsans verwendet die Flugzeitdetektion u¨ber einen 2-dimensionalen
3He-Neutronendetektor. Der Geschwindigkeitsselektor lieferte einen Wellenla¨ngenbe-
reich λ von 2 A˚ bis 20 A˚. Eine Neutronenreﬂektivita¨tskurve wurde bei vier verschie-
denen Einfallswinkeln (θ1 = 0.3
◦; θ2 = 0.6◦; θ3 = 1.4◦; θ4 = 2.8◦) gemessen. Hierdurch
konnte eine Detektion der Intensita¨t u¨ber einen Bereich des Streuvektorbetrags Q von
0.003 A˚-1 bis 0.3 A˚-1 realisiert werden. Die Aufnahme einer kompletten Neutronenre-
ﬂektivita¨tskurve dauerte ungefa¨hr 10 h. Vor jeder Messung wurden ein Ho¨hen- und ein
Theta-Winkelscan durchgefu¨hrt, um eine optimale Lage des Si-Wafers zu gewa¨hrleis-
ten.
Die Transformation der resultierenden 2-dimensionalen Streubilder in 1-dimensionale
Reﬂektivita¨tskurven (Reﬂektivita¨t als Funktion des Streuvektorbetrages) sowie das Zu-
sammenfu¨hren der Reﬂektivita¨tskurven der verschiedenen Einfallswinkel wurde vom In-
strumentenverantwortlichen Dr. Jean-Francois Moulin mit einer selbst-programmierten
Software durchgefu¨hrt. Die Analyse der Neutronenreﬂektivita¨tskurve erfolgte durch
Anpassung der theoretischen Reﬂektivita¨tskurven an experimentelle Daten unter Ver-
wendung der Software
”
Parratt32“ (Version 1.6.0; Helmholtz Zentrum Berlin, Deutsch-
land).
3.2 Ro¨ntgen-Klein- und Weitwinkelstreuung
Mithilfe der Ro¨ntgen-Klein- und Weitwinkelstreuung (engl.: small/wide angle X-ray
scattering; SAXS/WAXS) kann die Struktur von Moleku¨len in wa¨ssriger Lo¨sung be-
stimmt werden. Eine ausfu¨hrliche Beschreibung der Methode ist in den folgenden Re-
ferenzen [108,109,114–117]zu ﬁnden. Aus einer Streukurve resultieren Informationen u¨ber
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Abbildung 3.2: Links: Geometrie des Streuprozesses. Die einfallende Strahlung triﬀt
auf die Probe. Die Intensita¨t der gestreuten Strahlung wird in Abha¨ngigkeit des Winkels
2θ detektiert. Rechts: Deﬁnition des Streuvektors Q als Diﬀerenz der Wellenvektoren
k0 der einfallenden und k1 der gestreuten Strahlung . Im Falle der elastischen Streuung
ist der Betrag des Wellenvektors | Q| konstant, das heißt |k0| = |k1|. [109]
Form, Gro¨ße und ra¨umlichen Aufbau von streuenden Objekten in einer Gro¨ßenordnung
von einigen A˚ngstro¨m bis zu hunderten Nanometern. Im Gegensatz zur Kristallstruk-
turanalyse kann mithilfe der Ro¨ntgen-Klein- und Weitwinkelstreuung keine atomare
Auﬂo¨sung erreicht werden, dennoch besitzt die Ro¨ntgen-Klein- und Weitwinkelstreu-
ung die Vorteile, dass keine Einkristalle gebildet werden mu¨ssen, und dass beispielsweise
ein Protein in seiner natu¨rlichen Umgebung untersucht werden kann.
Ein Streuexperiment macht intensiven Gebrauch vom Welle-Teilchen-Dualismus der
Ro¨ntgenstrahlung. Wa¨hrend der Streuprozess und das entstehende Interferenzmuster
durch Wellen beschrieben werden, operiert der Detektor im Teilchenza¨hlmodus. Abbil-
dung 3.2 zeigt vereinfacht die Geometrie eines Streuexperiments. Die einfallende, ebene
Welle mit dem Wellenvektor k0, der Energie E0 und der Wellenla¨nge λ = 2π/|k0| regt
Kugelwellen an allen Positionen r der Streuzentren innerhalb der Probe an. Es wird
vorausgesetzt, dass die erste Born-Na¨herung gilt, das heißt, jede Welle wird nur einmal
gestreut; es gibt keine Mehrfachstreuung. Des Weiteren werden nur elastische Streu-
prozesse betrachtet, so dass der Betrag der Streuvektoren vor und nach der Streuung
gleich ist (|k0| = |k1|). In einem Streuexperiment wird die gestreute Intensita¨t I( Q) als
Funktion des Streuvektors Q gemessen:
Q = k1 − k0 (3.9)
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Fu¨r elastische Streuung hat der Streuvektor ~Q den Betrag:
Q =
∣∣∣ ~Q∣∣∣ = 4pi
λ
sin (θ) (3.10)
Die Amplitude A( ~Q) einer gestreuten Partialwelle wird als Integral u¨ber das Proben-
volumen berechnet :
A
(
~Q
)
=
∫
V
ρ (~r) e−i
~Q~rd~r (3.11)
ρ (~r) ist die Elektronendichte des streuenden Teilchens an der Position ~r. Der Detek-
tor misst die Intensita¨t I(Q) die dem Betragsquadrat der Amplitude der gestreuten
Partialwelle entspricht:
I (Q) =
(
dσ
dΩ
)
=
〈∣∣∣A( ~Q)∣∣∣2〉 = 〈∣∣∣∣∫
V
ρ (~r) e−i
~Q~rd~r
∣∣∣∣2
〉
(3.12)
〈...〉 beschreibt die Mittelung u¨ber alle Orientierungen. ( dσ
dΩ
)
ist der differentielle Streu-
querschnitt. Die Streuintensita¨t eines Teilchens mit einer konstanten Elektronendichte
ρp in einem Lo¨sungsmittel mit der Elektronendichte ρs ist durch folgende Gleichung
gegeben:
I (Q) = (∆ρ)2
〈∣∣∣∣∫
V
e−i
~Q~rd~r
∣∣∣∣2
〉
= (∆ρ)2
〈∣∣∣F ( ~Q)∣∣∣2〉 (3.13)
∆ρ = ρp − ρs wird als Kontrast K bezeichnet und ist gegeben als Differenz der Elek-
tronendichten des Teilchens und des Lo¨sungsmittels. Der Formfaktor F ( ~Q) entha¨lt
Informationen u¨ber die a¨ußere Teilchengeometrie. In einem isotropen System kann der
Streuvektor durch den Streuvektorbetrag ersetzt werden.
In einem verdu¨nnten System mit N Teilchen treten praktisch keine Wechselwirkungen
zwischen den Teilchen auf. Die Positionen der Teilchen im System sind unkorreliert,
und somit besitzen die gestreuten Partialwellen keine feste Phasenbeziehung zueinan-
der, so dass die Gesamtintensita¨t als Summe aller Intensita¨ten der Teilchen geschrieben
werden kann.
I (Q) = NK2
〈∣∣∣F ( ~Q)∣∣∣2〉 (3.14)
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Eine Erho¨hung der Konzentration fu¨hrt zur Wechselwirkung zwischen den Teilchen.
Diese werden durch den interpartikula¨ren Strukturfaktor S(Q) beru¨cksichtigt:
I (Q) = NK2
〈|F (Q)|2〉S (Q) (3.15)
Der interpartikula¨re Strukturfaktor S(Q) beschreibt die ra¨umliche Korrelation von N
individuell streuenden Teilchen mit dem Abstand rij zwischen den Teilchen i und j:
S (Q) =
1
N
〈
N∑
i=1
N∑
j =i
e−i
Qrij
〉
+ 1 (3.16)
Des Weiteren kann der Strukturfaktor als Fourier-Transformation der interpartikula¨ren
Paarkorrelationsfunktion g (r) geschrieben werden:
S
(
Q
)
= 1 + n
∫
[g (r)− 1] e−i Qrdr (3.17)
n gibt die Teilchenzahldichte wieder.
3.2.1 Verwendete Hochdruckzellen
Zur Messung der Ro¨ntgen-Kleinwinkelstreuung von Probensystemen bei hohen hydro-
statischen Dru¨cken wurden zwei verschiedene Hochdruck-Zellen verwendet.
Die erste Hochdruckzelle wurde von Dr. Ju¨rgen Woenckhaus im Arbeitskreis von Prof.
Dr. Roland Winter (Physikalische Chemie I) konstruiert. [118,119] Der zylindrische Zell-
ko¨rper besteht aus einer Ni-Cr-Co-Legierung (Nimonic 90). Zwei Diamanten des Typs
IIa von 1 mm Sta¨rke und einem Durchmesser von 6 mm dienen als Fenstermaterial. Die
Transmission der Hochdruckzelle mit Probe und Diamantfenstern betra¨gt ungefa¨hr 30
%. Aus diesem Grund ko¨nnen diese Hochdruckzellen ausschließlich an Synchrotronbe-
amlines verwendet werden. Die Hochdruckzelle ist fu¨r Dru¨cke bis 4 kbar und Tempe-
raturen bis zu 80 ◦C ausgelegt.
Als Probenhalter dient ein PTFE-Dichtungsring mit einem Innendurchmesser von 4
mm und einer Sta¨rke von 1 mm. Zur Abgrenzung der Probenlo¨sung vom Druckmedi-
um wurde der Probenhalter von beiden Seiten mit Mylar- bzw. Kaptonfolie beklebt.
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Das Probenvolumen betra¨gt 25 μL.
Die zweite Hochdruckzelle wurde von Dr. Christina Krywka im Arbeitskreis von Prof.
Dr. Metin Tolan (Experimentelle Physik I) hergestellt. [120] Der kubische Zellko¨rper
besteht aus einer Ni-Cr-Legierung (Inconel 718). Als Fenstermaterial dienen zwei
Diamanten des Typs IIa mit einer Sta¨rke von 1 mm und einem Durchmesser von 6
mm. Die Hochdruckzelle kann fu¨r Messungen bis 4 kbar bei einer Transmission von 30
% verwendet werden.
Der Probenhalter besteht aus rostfreiem Stahl und kann u¨ber eine separate O¨ﬀnung
in der Hochdruckzelle platziert bzw. entnommen werden. Der große Vorteil der se-
paraten O¨ﬀnung ist, dass die Position der Diamantfenster nicht vera¨ndert wird. Der
Probenhalter wird auf beiden Seiten mit Mylar- bzw. Kaptonfolie beklebt, um eine
Kontamination der Probe mit dem Druckmedium auszuschließen. Fu¨r eine Messung
wird ein Probenvolumen von circa 55 μL beno¨tigt.
Zur simultanen Messung der Ro¨ntgen-Klein- und Weitwinkelstreuung wurde die
Hochdruck-Zelle, die von Dr. Jo¨rg Erbes konstruiert wurde, [121] verwendet. Der zy-
lindrische Zellko¨rper besteht aus rostfreiem Stahl mit einer hohen Zugfestigkeit. Die
Hochdruck-Zelle wurde bis zu einem Maximaldruck bis 2 kbar verwendet. Das ur-
spru¨ngliche Fenstermaterial Beryllium wurde durch je einen Diamanten des Typs IIa
mit einer Sta¨rke von 1 mm und einem Durchmesser von 6 mm ersetzt.
Des Weiteren wurden die inneren Komponenten der Hochdruck-Zelle durch die Fein-
mechanikwerkstatt der Fakulta¨t Chemie unter der Leitung von Herrn Holger Konopka
so angepasst, dass PTFE-Dichtungsringe mit einer Sta¨rke von 1 mm und einem Innen-
durchmesser von 4 mm als Probenhalter verwendet werden konnten. Hierdurch wird
pro Messung lediglich ein Probenvolumen von 25 μL beno¨tigt.
Die hydrodynamischen Dru¨cke wurden bei allen drei Hochdruckzellen mit einer Hand-
spindelpresse der Firma Nova Swiss (Eﬀretikon, Schweiz) realisiert. Als Druckmedium
wurde Wasser verwendet. Der applizierte Druck wurde mithilfe eines Drucksensors be-
stimmt und u¨ber eine digitale Anzeige ausgegeben. Die Temperierung der Hochdruck-
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zellen erfolgte jeweils u¨ber einen externen Thermostaten.
3.2.2 Messungen am Synchrotron ESRF in Grenoble (Frankreich)
Die Ro¨ntgen-Kleinwinkelstreuexperimente wurden an der Beamline ID02 am Synchro-
tron
”
European Synchrotron Radiation Facility“ (ESRF) in Grenoble (Frankreich)
durchgefu¨hrt. [122] Die Ro¨ntgenenergie betrug 12.4 keV, was einer Wellenla¨nge λ von
1 A˚ entspricht. Zwei Undulatoren sorgten fu¨r einen Teilchenﬂuss von ungefa¨hr 4 · 1013
Photonen s-1. Die 2-dimensionalen Streubilder der Proben wurden mit einem CCD-
Detektor (engl.: charged-coupled device) aufgenommen. Der Detektor (FReLoN Kodak
CCD) besaß eine Belichtungsﬂa¨che von 100 mm × 100 mm (mit 2048 × 2048 Pixeln
mit einer Pixelgro¨ße von 80 μm2) und eine Bildrate von 10 Bildern pro Sekunde bei
einem 4 × 4 Binning. Fu¨r die Experimente wurde ein Abstand zwischen Probe und
Detektor von 1 m gewa¨hlt. Hierdurch konnte eine Detektion der Intensita¨t u¨ber einen
Bereich des Streuvektorbetrags Q von 0.001 A˚-1 bis 0.2 A˚-1 realisiert werden. Die Mess-
zeit wurde zwischen 0.05 und 0.5 s variiert, so dass der Detektor vor U¨berbelichtung
geschu¨tzt war. Um ein gutes Signal-Rausch-Verha¨ltnis zu erreichen, wurde vor jeder
Messung jeweils dreimal der Dunkelstrom des Detektors mit zur Probenmessung ana-
loger Messzeit detektiert.
Die resultierenden 2-dimensionalen Streubilder wurden in 1-dimensionale Streukurven
(Intensita¨t als Funktion des Streuvektorbetrages) konvertiert. Hierzu wurde eine frei
verfu¨gbareMatlab-Software verwendet, die von Mitarbeitern der ESRF programmiert
wurde. Anschließend wurden die Streukurven um den Streubeitrag des Lo¨sungsmittels
unter Beru¨cksichtigung des speziﬁschen Volumens des Probensystems korrigiert.
3.2.3 Messungen am Synchrotron DESY in Hamburg
Die Ro¨ntgen-Kleinwinkelstreuexperimente wurden auch an der Beamline BW4 des
Hamburger Synchrotronstrahlungslabors (HASYLAB) am Synchrotron
”
Deutsches
Elektronen-Synchrotron“ (DESY) in Hamburg (Deutschland) durchgefu¨hrt. [123] Die-
se Beamline verfu¨gte u¨ber einen Wiggler sowie einem Silizium-(111)-Doppelkristall-
Monochromator und arbeitete typischerweise mit einer Ro¨ntgenenergie von 8.98 keV,
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was einer Wellenla¨nge λ von 1.38 A˚ entspricht. Der Teilchenﬂuss betrug ungefa¨hr
6.5 · 1010 Photonen s-1. Der verwendete CCD-Detektor (MARCCD 165) hatte eine ak-
tive Detektionﬂa¨che mit einem Durchmesser von 165 mm. Die Belichtungsﬂa¨che wurde
mithilfe einer verju¨ngten Glasfaser auf eine Fla¨che mit 2048 × 2048 Pixeln (79.1 μm2
pro Pixel) reduziert. Es wurde ein Abstand zwischen Probe und Detektor von 2.55
m gewa¨hlt, so dass eine Detektion der Intensita¨t u¨ber einen Bereich des Streuvektor-
betrags Q von 0.011 A˚-1 bis 0.42 A˚-1 mo¨glich war. Eine typische Hochdruck-Messung
dauerte 20 min. Vor jeder Messung wurde jeweils dreimal der Dunkelstrom des Detek-
tors gemessen.
Zur Kalibrierung und Transformation der 2-dimensionalen Streubilder wurde das Soft-
warepaket
”
Fit2D“ verwendet. [124] Anschließend wurden die 1-dimensionalen Streukur-
ven (Intensita¨t als Funktion des Streuvektorbetrages) um den Streubeitrag des Lo¨sungs-
mittels unter Beru¨cksichtigung des speziﬁschen Volumens des Probensystems korrigiert.
3.2.4 Messungen am Synchrotron DELTA in Dortmund
Ro¨ntgen-Kleinwinkelstreuexperimente wurden auch an der Beamline BL9 am Synchro-
tron
”
Dortmunder Elektronenspeicherring-Anlage“ (DELTA) in Dortmund (Deutsch-
land) durchgefu¨hrt. [125] Die Beamline operierte mit einem supraleitenden asymmetri-
schen Wiggler (SAW) und einem Silizium-(311)-Doppelkristall-Monochromator. Die
verwendete Ro¨ntgenenergie betrug 10 keV, was einer Wellenla¨nge λ von 1.24 A˚ ent-
spricht. Der Teilchenﬂuss lag bei ungefa¨hr 5·109 Photonen s-1. Der eingesetzte Detektor
(MAR345 image-plate scanner) war eine ro¨ntgenempﬁndliche Bildplatte (engl.: image
plate), die u¨ber eine Belichtungsﬂa¨che mit einen Durchmesser von 34.5 cm (2048×2048
Pixel mit einer Pixelgro¨ße von 100 μm2) verfu¨gte. Der Abstand zwischen Probe und
Detektor wurde auf 1 m eingestellt, so dass die Intensita¨t u¨ber einen Bereich des Streu-
vektorbetrags Q von 0.3 A˚-1 bis 3.5 A˚-1 detektiert werden konnte. Die Messzeit betrug
jeweils 20 min mit einer Hochdruckzelle.
Zur Kalibrierung und Transformation der 2-dimensionalen Streubilder wurde das Soft-
warepaket
”
Fit2D“ verwendet. [124] Anschließend wurden die 1-dimensionalen Streukur-
ven (Intensita¨t als Funktion des Streuvektorbetrages) um den Streubeitrag des Lo¨-
sungsmittels korrigiert.
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3.2.5 Messungen am Synchrotron SOLEIL in Gif-sur-Yvette
(Frankreich)
Die kombinierten Ro¨ntgen-Klein-und Weitwinkelstreuexperimente wurden an der
Beamline SWING am Synchrotron SOLEIL in Gif-sur-Yvette (Frankreich) durchge-
fu¨hrt. [126] Der Teilchenﬂuss von 8 · 1011 Photonen s-1 bei einer Ro¨ntgenenergie von 16
keV wurde mit einem Undulator realisiert. Die Wellenla¨nge λ berechnet sich demnach
zu 0.775 A˚. Die Detektion erfolgte u¨ber einen CCD-Detektor (Princeton Instruments)
mit 2048× 2048 Pixel und einer Pixelgro¨ße von 168 μm2. Der Abstand zwischen Probe
und Detektor betrug 0.6 m, somit konnte die Intensita¨t u¨ber einen Bereich des Streu-
vektorbetrags Q von 0.03 A˚-1 bis 1.93 A˚-1 detektiert werden. Die Messzeit betrug 1.2 s
mit einer Hochdruckzelle.
Die resultierenden 2-dimensionalen Streubilder wurden in 1-dimensionale Streukurven
(Intensita¨t als Funktion des Streuvektorbetrages) konvertiert. Hierzu wurde eine Soft-
ware verwendet, die von Mitarbeitern des SOLEIL an der Beamline zur Verfu¨gung
gestellt wurde.
3.2.6 Messungen am SAXSess mc2
Ro¨ntgen-Kleinwinkelstreuexperimente wurden auch an dem Instrument SAXSess mc2
der Firma Anton Paar (Graz, O¨sterreich) durchgefu¨hrt. Das Instrument ist mit ei-
ner Ro¨ntgenro¨hre mit Kupfer als Anodenmaterial ausgestattet. Die Verwendung eines
Bragg-Gitters fu¨hrt zu einem monochromatischen Strahl mit einer Wellenla¨nge von 1.54
A˚. Die untersuchten Proben wurde mit Linienkollimation (20 mm Strahlbreite) in einer
1 mm-Quarzkapillare, die sich in einem temperierbaren Probenhalter (TCS 120, Anton
Paar) beﬁndet, vermessen. Eine Bildplatte (engl.: image plate) diente zur Detektion
der Streustahlung. Die Intensita¨t wurde u¨ber einen Bereich des Streuvektorbetrages Q
von 0.01 A˚-1 bis 0.3 A˚-1 detektiert. Die Messzeit betrug jeweils 30 min.
Die 2-dimensionalen Streubilder wurde mittels der Software
”
2D-SAXSquant“ in 1-
dimensionale Streukurven (Intensita¨t als Funktion des Streuvektorbetrages) konver-
tiert. Die erhaltenen Rohdaten wurden auf die Prima¨rstrahlintensita¨t normiert und
um den Streubeitrag des entsprechenden Lo¨sungsmittels korrigiert. Die Daten wurden
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mit dem gemessen Strahlproﬁl entschmiert. Die Entschmierung sowie die Berechnun-
gen der Abstandsverteilungsfunktion p (r) und des Gyrationsradius RG wurden mit
dem PCG Softwarepaket von O. Glatter (Universita¨t Graz, Anton Paar, O¨sterreich)
durchgefu¨hrt. [127]
3.3 Neutronenspinecho-Spektroskopie
Die Dynamik von Teilchen in Lo¨sung kann mithilfe der Neutronenspinecho (engl.: neu-
tron spin echo; NSE)-Spektroskopie detektiert werden. Eine ausfu¨hrliche Beschreibung
dieser Methode ist in Referenz [128] zu ﬁnden. Die NSE-Spektroskopie ist eine hochauf-
lo¨sende Technik der quasielastischen Neutronenstreuung (engl.: quasi-elastic neutron
scattering; QENS). Hierbei wird die zeitliche und ra¨umliche Korrelation von Teilchen
gemessen, die einen Streukontrast fu¨r Neutronen aufweisen. Eine kleine Verbreiterung
der Neutronengeschwindigkeitsverteilung aufgrund der quasielastischen Streuung des
Neutrons an der Probe wird als Verlust der Nettopolarisierung P der eingestrahlten
Neutronen detektiert, nachdem diese einem magnetischen Feld vor und nach der Probe
ausgesetzt waren. Der gro¨ßte Vorteil der NSE-Spektroskopie ist die sehr hohe Emp-
ﬁndlichkeit (Auﬂo¨sung von Energieu¨bertra¨gen im neV-Bereich) u¨ber einen großen Be-
reich des Streuvektorbetrags. Diese Methode nutzt die Proportionalita¨t der gemessenen
Gro¨ße (Nettopolarisation P der gestreuten Neutronen) zum Realteil der intermedia¨ren
Streufunktion (engl.: intermediate scattering function; ISF) S (Q, τ):
P = 〈cos (ϕ)〉 =
∫ +∞
−∞
S (Q,ω) cos (τω) dω = S (Q, τ) (3.18)
Der Phasenwinkel ϕ beschreibt den Energieu¨bertrag ω eines Neutrons aufgrund der
quasielastischen Streuung.
ϕ = γB2
L2
mv¯3
ω = τω (3.19)
B2 und L2 sind hierbei die magnetische Flussdichte und die La¨nge des zweiten Magneten
(siehe Abbildung 3.3). Im NSE-Experiment wird die Fourier-Zeit oder auch Spin-Echo-
Zeit τ schrittweise u¨ber B2 variiert und jeweils die Nettopolarisation durch Mittelung
aller Kosinusterme der Phasenwinkel der gestreuten Neutronen bestimmt.
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Die intermedia¨re Streufunktion S (Q, τ) ist die ra¨umliche Fourier-Transformation der
van Hove-Funktion G (r, τ):
S (Q, τ) =
1
N
∑
i
∑
j
〈
ei
Qri(τ)e−i
Qrj(0)
〉
(3.20)
〈...〉 beschreibt den Ensemble-Mittelwert. ri (τ) und rj (0) sind die Positionen von zwei
streuenden Teilchen zur Zeit τ bzw. 0. Q = (4π/λ) sin (θ) ist der Streuvektorbetrag
mit der Wellenla¨nge der Neutronen λ und dem halben Streuwinkel θ. N ist die Anzahl
der streuenden Teilchen in der Probe.
Die intermedia¨re Streufunktion kann durch zeitliche Fourier-Transformation in das
Streugesetz S (Q,ω) u¨berfu¨hrt werden:
S (Q,ω) =
1
π
∫ ∞
0
S (Q, τ) e−iωτdτ (3.21)
In dem Fall, dass die van Hove-Funktion G (r, τ) ausschließlich durch Translationsdif-
fusion von Teilchen in Lo¨sung bestimmt wird, kann die Bewegungsgleichung in erster
Na¨herung durch die Lo¨sung des 2. Fickschen Gesetzes beschrieben werden:
G (r, τ) =
1
2
√
πDτ
e−r
2/4Dτ (3.22)
Somit ergibt sich fu¨r die intermedia¨re Streufunktion im Falle der Translationsdiﬀusion
eine monoexponentielle Abfallfunktion:
S (Q, τ) =
∫ ∞
−∞
1
2
√
πDτ
e−r
2/4Dτ cos (Qr) dr = e−DQ
2τ (3.23)
Durch Anpassung der experimentellen intermedia¨ren Streufunktion mit Gleichung 3.23
kann der scheinbare (solvensvermittelt) translationale Diﬀusionskoeﬃzient D bestimmt
werden.
Wie bereits beschrieben, ergibt die zeitliche Fourier-Transformation der intermedia¨ren
Streufunktion das Streugesetz, das fu¨r die Translationsdiﬀusion folgende Gleichung
ergibt:
S (Q,ω) =
1
π
∫ ∞
0
e−DQ
2τ cos (τω) dτ =
1
π
DQ2
ω2 +D2Q4
(3.24)
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Abbildung 3.3: Schematischer Aufbau des Neutronenspinecho (NSE)-Spektrometers
am NIST Center for Neutron Research (NCNR).
3.3.1 Messungen am Forschungsreaktor NCNR in Gaithersburg
(USA)
Die Experimente wurden am Neutronenspinecho (NSE)-Spektrometer am NIST Cen-
ter for Neutron Research (NCNR) in Gaithersburg (MD, USA) durchgefu¨hrt. [129] Der
schematische Aufbau des NSE-Spektrometers ist in Abbildung 3.3 dargestellt. Der Ge-
schwindigkeitsselektor wurde so eingestellt, dass nur Neutronen mit einer Wellenla¨nge
λ von 6 A˚ (2.27 meV) passieren konnten. Die entstehende Wellenla¨ngenverteilung Δλ/λ
von ungefa¨hr 17.5 % ermo¨glicht die Messung der Dynamik mit Fourierzeiten τ von 50
ps bis 15 ns. Jede Probe wurde bei fu¨nf verschiedenen Detektorpositionen vermessen,
wobei jedes Detektorbild (32× 32 cm2) wiederum in weitere fu¨nf Abschnitte unterteilt
wurde, wodurch insgesamt 25 Werte des Streuvektorbetrags deﬁniert wurden. Auf die-
se Weise konnten Streuvektorbetra¨ge im Bereich von 0.039 A˚-1 bis 0.195 A˚-1 realisiert
werden. Vor jeder Messung wurde die Transmission der Probe sowie die Intensita¨t des
Prima¨rstrahls gemessen. Die Analyse der resultierenden Daten wurde mit dem Softwa-
repaket
”
Dave“ durchgefu¨hrt, das vom NIST zur Verfu¨gung gestellt wurde. [130]
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Als Probenhalter diente eine Titanzelle mit zwei Quarzfenstern von 4 cm Durchmesser
und 1 mm Sta¨rke. Fu¨r jede Messung wurde ein Probenvolumen von ungefa¨hr 5.2 mL
beno¨tigt, so dass die Neutronen 4 mm Probe mit einem Querschnitt von circa 3.5 cm
durchstrahlten. Die gewu¨nschte Temperatur wurde u¨ber einen externen Thermostaten
eingestellt.
3.4 Fourier-Transform-Infrarotspektroskopie
Die Infrarotspektroskopie (IR-Spektroskopie) ist eine Methode zur Analyse von Mole-
ku¨lschwingungen, die auf Anregung von Schwingungszusta¨nden beruht. Eine spezielle
Variante ist die Fourier-Transform-Infrarotspektroskopie (FT-IR-Spektroskopie), die
mithilfe eines Michelson-Interferometers den gesamten Wellenzahlbereich simultan ver-
messen kann. Der Einsatz in der biophysikalischen Chemie ermo¨glicht die Charakteri-
sierung von Proteinen, indem Vera¨nderungen der Sekunda¨rstruktur oder Aggregations-
vorga¨nge nachgewiesen werden. Des Weiteren werden keine extrinsischen Sonden beno¨-
tigt, die zu unerwu¨nschten Artefakten fu¨hren ko¨nnen. Eine ausfu¨hrliche Beschreibung
der Methode und dessen Anwendungsmo¨glichkeiten ist in den Referenzen [109,131,132] zu
ﬁnden.
3.4.1 Messungen am FT-IR-Spektrometer Nicolet 5700
Die temperaturabha¨ngigen FT-IR-Messungen wurden an einem Nicolet 5700-FT-IR-
Spektrometer der Firma Thermo Fisher Scientiﬁc (Waltham, MA, USA) durchgefu¨hrt.
Hierbei wurde ein MCT (HgCdTe)-Detektor verwendet, der mit Flu¨ssigstickstoﬀ ge-
ku¨hlt wurde. Die untersuchten Proben wurden in einer Messzelle mit zwei je 4 mm
starken Calciumﬂuorid (CaF2)-Fenstern und einer Mylar-Folie mit 50 μm Sta¨rke und
10.5 mm Innendurchmesser, die als Dichtungsring fungierte, vermessen, so dass fu¨r jede
Messung ungefa¨hr 20 μL Probenvolumen verwendet wurde. Die Temperatur innerhalb
der Messzelle wurde mit einem digitalen Thermometer gemessen und durch ein externes
Wasserbad mit einer Genauigkeit von ±0.2 ◦C geregelt. Um ein gutes Signal-Rausch-
Verha¨ltnis zu gewa¨hrleisten, wurde die Probenkammer des Spektrometers kontinuier-
lich mit trockener Luft gespu¨lt. Zusa¨tzlich ist jedes aufgenommene FT-IR-Spektrum die
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Mittelung aus 256 Einzelmessungen mit einer Wellenla¨ngenauﬂo¨sung von 1 cm-1. Zur
Apodisation wurde eine Happ-Genzel-Funktion verwendet. Es wurden FT-IR-Spektren
im Temperaturintervall von 10 ◦C bis 65 ◦C aufgenommen, wobei in den Bereichen von
10 ◦C bis 40 ◦C sowie von 55 ◦C bis 65 ◦C ein Temperaturintervall von 5 ◦C und im
Bereich von 40 ◦C bis 55 ◦C ein Temperaturintervall von 1 ◦C gewa¨hlt worden ist. Vor
jeder Messung fand eine Temperatura¨quilibrierung mit einer Dauer von 10 Minuten
statt.
3.4.2 Messungen am FT-IR-Spektrometer Nicolet MAGNA 550
Die druckabha¨ngigen FT-IR-Messungen wurde an einem Nicolet Magna 550-FT-IR-
Spektrometer der Firma Thermo Fisher Scientiﬁc (Waltham, MA, USA) durchge-
fu¨hrt. Dieses Spektrometer war mit einem Flu¨ssigstickstoﬀ geku¨hlten MCT (HgCdTe)-
Detektor ausgestattet. Die druckabha¨ngigen Messungen der Proben erfolgten mithilfe
einer Diamantstempelzelle. [95] Hierbei wurden Diamanten des Typs IIa der Firma High
Pressure Diamond Optics, Inc. (Tucson, AZ, USA) verwendet. Ein 50 μm-starker Dich-
tungsring aus rostfreiem Stahl wurde zwischen die zwei Diamanten platziert. Dieser
Dichtungsring wies einem Innendurchmesser von 0.45 mm auf, so dass ein eﬀektives
Probenvolumen von ungefa¨hr 10 nL beno¨tigt wurde. Die Temperatur innerhalb der
Messzelle wurde mit einem digitalen Thermometer gemessen und durch ein externes
Wasserbad mit einer Genauigkeit von ±0.2 ◦C geregelt. Der applizierte Druck wurde
durch die Zugabe des Feststoﬀes Bariumsulfat (BaSO4) bestimmt. Die symmetrische
Streckschwingung des Sulfats zeigt eine lineare Verschiebung der Bande mit einer Wel-
lenzahl von ungefa¨hr 983 cm-1 (bei 1 bar) mit steigendem Druck. [133] Die Genauigkeit
der Druckbestimmung betra¨gt ±200 bar. Um ein gutes Signal-Rausch-Verha¨ltnis zu ge-
wa¨hrleisten, wurde die Probenkammer des Spektrometers kontinuierlich mit trockener
Luft gespu¨lt. Zusa¨tzlich ist jedes aufgenommene FT-IR-Spektrum die Mittelung aus
256 Einzelmessungen mit einer Wellenla¨ngenauﬂo¨sung von 1 cm-1. Zur Apodisation
wurde eine Happ-Genzel-Funktion verwendet.
Zur Bestimmung der Faltungskinetik von Proteinen wurde der Druck in der Diamant-
stempelzelle schnellstmo¨glich von 6 kbar auf 1 bar reduziert und eine 20-minu¨tige
Serienmessung gestartet. Die Bedingungen der Messungen sind identisch mit den vor-
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her beschriebenen, lediglich die Anzahl der aufsummierten Einzelmessung pro FT-IR-
Spektrum wurde auf 32 herabgesetzt.
Die erhaltenen Daten wurden mit der Auswertesoftware
”
Grams/AI 9.1“ der Firma
Thermo Fisher Scientiﬁc (Waltham, MA, USA) bearbeitet. Zuerst wurden die resultie-
renden Rohspektren, sowohl der druckabha¨ngigen als auch der temperaturabha¨ngigen
Messungen, bezu¨glich des Beitrags des Lo¨sungsmittels und des Gera¨terauschens korri-
giert. Anschließend wurden die Spektren im Bereich der Amid-I’-Bande (1600 − 1700
cm-1) auf die Bandenﬂa¨che normiert. Die Amid-I’-Bande des Proteins wurde mit acht
Subbanden angepasst, deren Position durch Fourier-Selbstentfaltung (engl.: Fourier self
deconvolution; FSD) und Bildung der 2. Ableitung bestimmt wurde. [134] Das spektra-
le Rauschen wird durch Bildung der 2. Ableitung versta¨rkt, so dass das resultierende
Spektrum mithilfe einer Savitzky-Golay-Funktion gegla¨ttet wurde. [135] Jede Subban-
de stellt hierbei ein charakteristisches Sekunda¨rstrukturelement des Proteins (Tabelle
3.1) dar und wurde durch eine Gauss-Lorentz-Funktion idealisiert dargestellt. Hierbei
ist zu beru¨cksichtigen, dass die U¨bergangsdipolmomente der verschiedenen Sekunda¨r-
strukturen na¨herungsweise als gleich angenommen werden. Dieser Fehler kann jedoch
vernachla¨ssigt werden, da nur relative Konformationsa¨nderungen des Proteins im Fokus
stehen. Insgesamt ergibt sich ein relativer Fehler von 3 bis 4 % fu¨r jedes Sekunda¨rstruk-
turelement.
Tabelle 3.1: Zuordnung der verschiedenen Sekunda¨rstrukturelemente zu den jeweili-
gen Subbanden der Amid-I’-Bande des Proteins SNase. [95]
Subbandenposition Sekunda¨rstrukturelement
˜1611 cm
-1 Seitenketten
˜1627 cm
-1 intramolekulare β-Faltbla¨tter
˜1641 cm
-1 ungeordnete Strukturen
˜1651 cm
-1 α-Helices
˜1659 cm
-1 Schlaufen/Biegungen
˜1666 cm
-1 Schlaufen/Biegungen
˜1673 cm
-1 intermolekulare β-Faltbla¨tter
˜1684 cm
-1 Schlaufen
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3.5 Fluoreszenzspektroskopie
Die Fluoreszenz-Spektroskopie basiert auf der Anregung von Fluorophoren durch UV-
oder sichtbares Licht und deren anschließende Desaktivierung durch Aussendung von
elektromagnetischer Strahlung. Die Messung der Fluoreszenz beno¨tigt nur eine sehr
geringe Probenkonzentration, da zum einen sehr empﬁndliche Detektionsmethoden zur
Verfu¨gung stehen und zum anderen die Frequenzen der absorbierten Strahlung nicht
mit denen der Fluoreszenzstrahlung u¨bereinstimmen. Zur Detektion bestimmter Mole-
ku¨leigenschaften werden neben den intrinsischen Fluorophoren ha¨uﬁg auch extrinsische
Fluorophore einsetzt. Eine detaillierte Beschreibung der Methode und dessen Anwen-
dungsgebiete ist in den Referenzen [109,136] zu ﬁnden.
3.5.1 Messungen am Fluoreszenz-Spektrometer LS 55
Die zeitabha¨ngigen Fluoreszenzmessungen wurden an dem Spektrometer LS 55 der Fir-
ma Perkin Elmer (Waltham MA, USA) durchgefu¨hrt. Jeweils 2 mL der untersuchten
Probe wurden in einer 1 cm × 1 cm Quarzku¨vette mit 4 μL einer Thioﬂavin T (ThT;
Abbildung 3.4)-Stammlo¨sung mit einer Konzentration von 1 mg mL-1 versetzt. Die
Quarzku¨vetten wurden vor der Verwendung mit konzentrierter Salpetersa¨ure (HNO3)
gereinigt. Die gewu¨nschte Temperatur von 45 ◦C wurde u¨ber einen externen Thermo-
staten realisiert. Der Fluorophor wurde mit einer Wellenla¨nge von 450 nm angeregt
und die Fluoreszenz bei einer Wellenla¨nge von 482 nm detektiert. Thioﬂavin T ist ein
hoch sensitiver Sensor fu¨r die Detektion von Amyloidﬁbrillen. Die Fluoreszenzintensita¨t
steigt u¨ber mehrere Gro¨ßenordnungen in der Anwesenheit von Amyloidﬁbrillen an. [137]
Abbildung 3.4: Strukturformel des verwendeten Fluorophors Thioﬂavin T (ThT).
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3.6 Interne Totalreﬂexionsﬂuoreszenzspektroskopie
Die interne Totalreﬂexionsﬂuoreszenzspektroskopie (engl.: total internal reﬂection ﬂuor-
cence spectroscopy; TIRF) ist eine oberﬂa¨chensensitive Methode zur Charakterisierung
der Struktur und Dynamik von Moleku¨len an der Flu¨ssig/Fest-Grenzﬂa¨che. Eine de-
taillierte Beschreibung der Methode ist in den Referenzen [136,138] zu ﬁnden. Wie bei der
herko¨mmlichen Fluoreszenz-Spektroskopie werden auch bei der TIRF-Spektroskopie
die Fluorophore durch UV- oder sichtbares Licht angeregt. Jedoch wird die Probenlo¨-
sung nicht vom Anregungslicht durchstrahlt, sondern das Anregungslicht wird in einem
optischen Quarzprisma intern reﬂektiert, da der Brechungsindex des Prismas ho¨her ist
als der der Flu¨ssigkeit (n0 > n1; siehe Abbildung 3.1). Unterhalb des kritischen Winkels
θc tritt interne Totalreﬂexion auf, und eine evaneszente Welle dringt in die Probenlo¨-
sung ein. Diese Welle kann mit einem monoexponentiellen Abfall der Amplitude des
elektrischen Feldes beschrieben werden:
E (z) = E0e
−z/d (3.25)
Die Eindringtiefe d kann wie folgt bestimmt werden:
d =
λ
2π
√
n20 cos
2 (θ0)− n21
(3.26)
Typischerweise liegen die Eindringtiefen fu¨r sichtbares Licht zwischen 100 und 200
nm, so dass bevorzugt Fluorophore angeregt werden, die direkt an der Flu¨ssig/Fest-
Grenzﬂa¨che adsorbiert sind.
3.6.1 Verwendete Hochdruckzelle
Die Messungen der Fluoreszenzintensita¨t eines Adsorbats an der Flu¨ssig/Fest-Grenzﬂa¨-
che bei hohen hydrostatischen Dru¨cken wurden in einer Hochdruckzelle durchgefu¨hrt,
die von Dr. Juny Koo im Arbeitskreis von Prof. Dr. Claus Czeslik konstruiert wurde. [139]
Der zylindrische Zellko¨rper besteht aus einer Ni-Cr-Co-Legierung (Nimonic 90). Das
Außen-zu-Innen-Durchmesser-Verha¨ltnis betra¨gt 6, so dass die maximale Druckfestig-
keit des Zellko¨rpers 4181 bar betra¨gt. Fu¨r die sichere Verwendung der Hochdruckzelle
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wurde ein Sicherheitsfaktor von 1.5 angenommen, so dass der maximale Druck auf 2500
bar festgelegt wurde. Der Zellko¨rper verfu¨gt u¨ber insgesamt 5 O¨ﬀnungen, die jeweils
mit gleichen Schrauben verschlossen werden ko¨nnen. Drei O¨ﬀnungen beﬁnden sich in
radialer und zwei in axialer Position relativ zur Reﬂexionsebene. Die obere O¨ﬀnung
in axialer Position dient als Zugang fu¨r die Probenku¨vette und als Anschluss fu¨r die
Hochdruckkapillare. Die untere O¨ﬀnung dient nur der Reinigung des Zellinneren. Die
drei O¨ﬀnungen in radialer Position sind mit synthetischem Quarz (12 mm Sta¨rke und
12 mm Durchmesser) als Fenstermaterial ausgestattet. Das erste Fenster dient als Ein-
gang fu¨r das Anregungslicht, das zweite als Ausgang fu¨r das totalreﬂektierte Licht und
das dritte als Ausgang fu¨r das Fluoreszenzlicht.
Die Probenku¨vette besteht aus einem synthetischen Quarzprisma und einer Gum-
midichtung, die zur Drucku¨bertragung und gleichzeitiger Separation von Probe und
Druckmedium (meistens H2O) eingesetzt wird. Fu¨r eine Messung wird ein Probenvo-
lumen von 0.6 mL beno¨tigt. Die verfu¨gbare Kontaktﬂa¨che des Quarzprismas betra¨gt
1.5 cm2.
Die hydrodynamischen Dru¨cke wurden mit einer Handspindelpresse der Firma HiP
(Erie, PA, USA) realisiert. Der applizierte Druck wurde mithilfe eines Drucksensors
bestimmt und u¨ber eine analoge Anzeige ausgegeben. Die Temperierung der Hoch-
druckzelle erfolgte u¨ber einen externen Thermostaten.
3.6.2 Messungen am K2-Fluorometer
Die Messungen der internen Totalreﬂexionsﬂuoreszenz wurden am K2-Fluorometer der
Firma ISS (Champaign, IL, USA) durchgefu¨hrt. Das Fluorometer wurde im Photo-
nenza¨hlmodus und mit einer Xenon-Kurzbogenlampe als Strahlungsquelle verwendet.
Die Anregungswellenla¨nge wurde u¨ber einen Monochromator selektiert. Das gemesse-
ne Fluoreszenzspektrum wurde u¨ber einen Monochromator im gewu¨nschten Wellenla¨n-
genbereich aufgenommen. Zur Messung der LAURDAN (Abbildung 3.5)-Fluoreszenz
wurde der Fluorophor mit einer Wellenla¨nge von 350 nm angeregt und die Emission
zwischen 390 nm und 600 nm gemessen. Die BODIPY (Abbildung 3.6)-Fluoreszenz
wurde mit einer Wellenla¨nge von 480 nm angeregt, und die Emission wurde zwischen
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Abbildung 3.5: Strukturformel des verwendeten Fluorophors LAURDAN.
Abbildung 3.6: Strukturformel des verwendeten Fluorophors BODIPY-FL.
500 nm und 580 nm gemessen. Die Messungen wurden in einem Druckbereich zwischen
100 bar und 2000 bar in Schritten von 250 bar bei einer konstanten Temperatur von
25 ◦C durchgefu¨hrt. Jedes TIRF-Spektrum wurde nach einer A¨quilibrierungszeit von
10 min gemessen.
3.7 Kalorimetrische Methoden
Kalorimetrische Messverfahren werden eingesetzt, um thermodynamische Parameter im
Verlaufe von Struktur- und Phasenumwandlungen sowie intermolekularer Wechselwir-
kungsprozesse zu untersuchen. Die Methode der Wahl fu¨r quantitative kalorimetrische
Untersuchungen an Biomoleku¨len ist die dynamische Differenzkalorimetrie (engl.: diffe-
rential scanning calorimetry; DSC). Bei der Leistungskompensationstechnik wird durch
variable Heizleistungen dafu¨r gesorgt, dass die Temperatur von Probe und Referenz
identisch ist. Die wa¨hrend einer Umwandlung entstehende Differenz der Heizleistun-
gen ∆P zwischen Probe und Referenz ist die Messgro¨ße. Beispielsweise ko¨nnen aus
dem resultierenden Thermogramm von Proteinen die Entfaltungstemperatur Tm, die
Wa¨rmekapazita¨tsa¨nderung ∆C◦p,u, die Entfaltungsenthalpie ∆H
◦
u und somit auch die
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Entfaltungsentropie ΔS◦u bestimmt werden. Eine detaillierte Beschreibung der Metho-
de und dessen Anwendung ist in Referenz [109] zu ﬁnden.
Die Druck-Perturbations-Kalorimetrie (engl.: pressure perturbation calorimetry; PPC)
ist eine eﬃziente Methode, um volumetrische Eigenschaften von Biomoleku¨len in Lo¨-
sung zu untersuchen. Diese Art der Kalorimetrie verwendet denselben Aufbau wie
die DSC mit Leistungskompensationstechnik, gemessen wird aber die Wa¨rmefreiset-
zung bzw. der Wa¨rmeverbrauch des Probensystems nach isothermen Drucka¨nderun-
gen (typischerweise ±5 bar). Im Wesentlichen kann mit dieser Methode der thermische
Ausdehnungskoeﬃzient α des Probensystems bestimmt werden. Eine detaillierte Be-
schreibung der Methode und dessen Anwendung ist in den Referenzen [96,97,109,140] zu
ﬁnden.
3.7.1 Dynamische Diﬀerenzkalorimetrie am VP-DSC-Kalorimeter
Die Messungen der dynamischen Diﬀerenzkalorimetrie wurden an einem VP-DSC-
Kalorimeter der Firma MicroCal (Northampton, MA, USA) durchgefu¨hrt. Die Pro-
benzelle wurde mit circa 0.5 mL der Probenlo¨sung befu¨llt und die Referenzzelle mit
der entsprechenden Puﬀerlo¨sung. Jede Probe wurde mit einer Heizrate von 60 ◦C pro
Stunde vermessen. Die Auswertung der resultierenden Thermogramme erfolgte mithilfe
einer Auswerteroutine der Firma MicroCal, die in die Analyse- und Darstellungssoftwa-
re
”
Origin“ implementiert wurde. Hierbei konnten die Entfaltungstemperatur des Pro-
teins Tm sowie die Enthalpiea¨nderung ΔH
◦
u und die Wa¨rmekapazita¨tsa¨nderung ΔC
◦
p,u
des Proteins bei der Entfaltung fu¨r das jeweilige Probensystem bestimmt werden.
3.7.2 Druck-Perturbations-Kalorimetrie am VP-DSC-Kalorimeter
Die Druck-Perturbations-Kalorimetrie wurde ebenfalls am oben genannten Kalorimeter
durchgefu¨hrt. Die Drucksprungtechnik wurde mit entsprechendem Zubeho¨r der Firma
MicroCal realisiert. Gasfo¨rmiger Stickstoﬀ (N2) wurde als Druckmedium verwendet und
die Drucksprungamplitude betrug 5 bar. Zur Kalibrierung des Gera¨tes wurden jeweils
Messungen mit Probe-Puﬀer, Puﬀer-Puﬀer, Puﬀer-Wasser undWasser-Wasser durchge-
fu¨hrt. Aus den temperaturabha¨ngigen Druck-Perturbations-Messungen resultierte der
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jeweilige thermische Ausdehnungskoeffizient α fu¨r das Protein. Die Integration des ther-
mischen Ausdehnungskoeffizienten u¨ber den betrachteten Temperaturbereich liefert bei
bekanntem spezifischen Volumen die absolute Volumena¨nderung des Proteins bei der
Entfaltung ∆V ◦u .
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4 Ergebnisse und Diskussion
4.1 Lo¨sungsmittelspeziﬁsche Dynamik von Insulin
Das Protein Insulin ist dafu¨r bekannt, unter bestimmten Lo¨sungsmittelbedingungen
Aggregate auszubilden. Bei niedrigen pH-Werten, in Anwesenheit von Natriumchlo-
rid (NaCl) und bei ho¨heren Temperaturen beginnt Insulin zu aggregieren und bildet
hierbei Amyloidﬁbrillen aus. Ohne Zugabe des Salzes NaCl, aber in der Anwesenheit
von Ethanol, ist die Verzo¨gerungsphase bis zum Einsetzen der temperaturinduzierten
Fibrillenbildung enorm verla¨ngert. In dieser Studie wurden die dynamischen Eigen-
schaften von Rinderinsulin unter den zwei genannten Lo¨sungsmittelbedingungen mit-
hilfe der Neutronenspinecho (NSE)-Spektroskopie untersucht.∗ Die Messungen wurden
am NIST Center for Neutron Research (NCNR) in Gaithersburg (MD, USA) durch-
gefu¨hrt. Der zeitliche Verlauf der Struktura¨nderungen des Insulins wurde durch er-
ga¨nzende Messungen der Ro¨ntgen-Kleinwinkelstreuung und der Thioﬂavin T (ThT)-
Fluoreszenzintensita¨t detektiert. Bei einer Temperatur von 45 ◦C la¨uft die Fibrillenbil-
dung einer Insulinlo¨sung mit 100 mM NaCl bei einem pD-Wert von 2.4 u¨ber 25 h ab.
Im Gegensatz hierzu konnten bei einer Insulinlo¨sung mit 20 Vol.-% Ethanol und einem
pD-Wert von 2.4 keine Amyloidﬁbrillen innerhalb des gleichen Zeitraums nachgewiesen
werden. Erstaunlicherweise zeigten die NSE-Messungen eine lo¨sungsmittelspeziﬁsche
Dynamik des Proteins Insulin. Kollektive Diﬀusion der Insulinmoleku¨le konnte fu¨r die
nicht-ﬁbrillierende Probenlo¨sung durch einen Anstieg des Diﬀusionskoeﬃzienten bei
kleinen Streuvektorbetra¨gen Q nachgewiesen werden. Dieser Anstieg konnte fu¨r die
ﬁbrillierende Probenlo¨sung nicht detektiert werden, was auf eine Selbstdiﬀusion der In-
sulinmoleku¨le zuru¨ckzufu¨hren ist. Die Ergebnisse der Ro¨ntgen-Kleinwinkelstreuung be-
∗Die in diesem Kapitel vorgestellte Studie wurde in Referenz [141] publiziert.
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sta¨tigen dieses dynamische Verhalten, denn nur unter Bedingungen, bei denen kollektive
Diﬀusion beobachtet wird, zeigt die Streukurve einen ausgepra¨gten Korrelationspeak.
Die durch NSE-Spektroskopie gefundene Dynamik von Insulin steht im Einklang mit
intermolekularen Interaktionspotenzialen, die aus Messungen der Strukturfaktoren von
Insulin- und Lysozymlo¨sungen bestimmt wurden. Selbstdiﬀusion von Moleku¨len tritt
dann auf, wenn kein oder ein verschwindend kleiner Konzentrationsgradient in Lo¨sung
vorhanden ist. Im Gegensatz hierzu fu¨hren starke Wechselwirkungen zwischen diﬀun-
dierenden Moleku¨len zu gro¨ßeren Konzentrationsﬂuktuationen, und kollektive Diﬀusion
kann detektiert werden.
Einﬂuss von ausgewa¨hlten Lo¨sunsmittelbedingungen auf die Fibrillen-
bildung von Insulin
Das Protein Insulin bildet bei neutralem pH-Wert vorwiegend Tetramere und He-
xamere aus. Im Gegensatz hierzu liegen Insulinmoleku¨le bei einem pH-Wert von 2
hauptsa¨chlich als Monomere und Dimere vor. [17,23] Das Aufheizen einer Insulinlo¨sung
in Anwesenheit von 100 mM Natriumchlorid und einem pH-Wert von 2 auf 60 ◦C
fu¨hrt zur spontanen Aggregation der Insulinmoleku¨le und der Ausbildung von Amy-
loidﬁbrillen. Dieser relativ schnelle Aggregationsprozess wird zusa¨tzlich noch durch die
Konzentration der Insulinlo¨sung bestimmt, so dauert beispielsweise die Fibrillenbildung
einer 0.5 gew.-%igen Insulinlo¨sung nur ungefa¨hr eine Stunde. [20] Die Anwesenheit von
20 Vol.-% Ethanol in der Lo¨sung schiebt das Monomer/Dimer-Gleichgewicht bei einem
pH-Wert von 2 auf die Seite des Monomers. Hierdurch wird die Verzo¨gerungsphase bis
zum Einsetzten der temperaturinduzierten Fibrillenbildung drastisch verla¨ngert. Unter
diesen Bedingungen und bei 60 ◦C beginnt die Fibrillenbildung einer 0.5 gew.-%igen
Insulinlo¨sung erst nach 4 h und beno¨tigt weitere 2 h bis alle Insulinmoleku¨le als Teil
der Fibrillen vorliegen. [20] Es wurden verschiedene Aggregationsmechanismen von Insu-
lin unter diesen unterschiedlichen Lo¨sungsmittelbedingungen vorgeschlagen. [20] So liegt
das Insulinmonomer in Anwesenheit von Ethanol (20 Vol.-%) bei 60 ◦C teilentfaltet vor.
Diese Monomere bilden nur sehr langsam Keime, die durch Ethanol destabilisiert wer-
den. Die Keimbildung erfolgt u¨ber einen partiell dehydratisierten U¨bergangszustand,
der ein negatives Aktivierungsvolumen aufweist. Demgegenu¨ber existiert ein schneller
Aggregationsvorgang zu Oligomeren mit hohem Anteil an β-Faltbla¨ttern in der Anwe-
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Abbildung 4.1: Thioﬂavin T (ThT)-Fluoreszenzintensita¨t einer 2 gew.-%igen Insu-
linlo¨sung bei einem pD-Wert von 2.4 und einer Temperatur von 45 ◦C mit 100 mM
Natriumchlorid () bzw. nach Zugabe von 20 Vol.-% deuteriertem Ethanol (). ThT
ist eine hoch sensitive Fluoreszenzsonde fu¨r die Detektion von Fibrillen. Die Fehlerbal-
ken spiegeln die Abweichung von drei unabha¨ngigen Messungen unter den jeweiligen
Lo¨sungsmittelbedingungen wider.
senheit von 100 mM Natriumchlorid, aber ohne Zugabe von Ethanol.
Die Dynamik von Insulin bei den zwei genannten Lo¨sungsmittelbedingungen wur-
de wa¨hrend der Pra¨aggregationsphase und der anschließenden Fibrillenbildung mit-
tels NSE-Spektroskopie studiert. Basierend auf den Ergebnissen des ThT-Fluoreszenz-
experiments (Abbildung 4.1) wurden die NSE- und SAXS-Messungen bei einer Tem-
peratur von 45 ◦C durchgefu¨hrt. Bei der gewa¨hlten Temperatur ist die Fibrillenbildung
einer 2 gew.-%igen Insulinlo¨sung mit 100 mM Natriumchlorid bei einem pD-Wert von
2.4 deutlich verlangsamt und erreicht einen Endzustand erst nach u¨ber 24 h. Im Ge-
gensatz hierzu tritt keine Fibrillenbildung bei einer 2 gew.-%igen Insulinlo¨sung ohne
Salz, aber in Anwesenheit von 20 Vol.-% deuteriertem Ethanol, bei einem pD-Wert von
2.4 und einer Temperatur von 45 ◦C auf.
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Abbildung 4.2 zeigt repra¨sentative intermedia¨re Streufunktionen (ISF) von Insulin
bei 45 ◦C, die aus den NSE-Messungen resultieren. Die Zugabe von 100 mM NaCl
zur Probenlo¨sung fo¨rdert die Fibrillenbildung, indem das Salz die repulsiven Coulomb-
Wechselwirkungen zwischen den Insulinspezies (nach der Probenpra¨paration vorwie-
gend Dimere) abschirmt (Abbildung 4.2, links). Eine Inhibierung der Fibrillenbildung
wird durch die Zugabe von 20 Vol.-% deuteriertem Ethanol (C2D5OD) erreicht (Ab-
bildung 4.2, rechts). Zudem wird durch Ethanol das Monomer/Dimer-Gleichgewicht
auf die Seite des Monomers verschoben. Jede intermedia¨re Streufunktion wurde mit
Gleichung 3.23 angepasst, um den scheinbaren Translationsdiﬀusionskoeﬃzienten D
zu bestimmten. Hierdurch konnte der Diﬀusionskoeﬃzient in Abha¨ngigkeit des Streu-
vektorbetrags Q, der Datenerfassungszeit t und des Lo¨sungsmittels ermittelt werden.
Rotationsdiﬀusion und interne Dynamiken von Insulin werden auf La¨ngenskalen von
1 bis 10 A˚ erwartet. Dies entspricht einem Streuvektorbetrag zwischen 0.6 und 6 A˚-1.
Sie ko¨nnen daher vernachla¨ssigt werden, da dieser Bereich außerhalb der betrachteten
Streuvektorbetra¨ge liegt.
Selbstdiﬀusion des ﬁbrillierenden Insulins
Abbildungen 4.3 und 4.4 stellen den Diﬀusionskoeﬃzienten D von Insulin als Funk-
tion des Streuvektorbetrags Q und der Datenerfassungszeit t fu¨r die Lo¨sungsmittel-
bedingungen, die die Fibrillenbildung fo¨rdern (pD ≈ 2.4, 100 mM NaCl) dar. Eine
Temperatur von 25 ◦C ist zu gering, um eine spontane Fibrillenbildung zu induzieren
(Abbildung 4.3). Wie fu¨r ein stabiles Insulindimer zu erwarten, ist der resultierende
Diﬀusionskoeﬃzient unabha¨ngig von der Datenerfassungszeit t. Beispielsweise weisen
die Diﬀusionskoeﬃzienten bei einem Q-Wert von 0.10 A˚-1 nach 10 min und 4611 min
einen nahezu identischen Wert auf. Des Weiteren kann keine signiﬁkante A¨nderung
des Diﬀusionskoeﬃzienten im betrachteten Q-Bereich festgestellt werden, was bedeu-
tet, dass die Diﬀusionsgeschwindigkeit auf den verschiedenen La¨ngenskalen konstant
ist. Dieses Ergebnis spricht fu¨r die Selbstdiﬀusion von starren Partikeln. Obwohl der
Diﬀusionskoeﬃzient in dieser Studie aus der koha¨renten Neutronenstreuung bestimmt
worden ist, kann die intermedia¨re Streufunktion bei relativ großen Q-Werten auf die
Beitra¨ge einzelner Moleku¨le (i = j) reduziert werden, da der Strukturfaktor S (Q) hier
anna¨hernd 1 betra¨gt. [142] Somit kann der resultierende Diﬀusionskoeﬃzient als Selbst-
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Abbildung4.2: Repr¨asentativeintermedi¨areStreufunktionen(ISF)einer2gew.-
%igenInsulinl¨osungbei45◦CundeinempD-Wertvon2.3.DasHinzuf¨ugenvon100
mMNatriumchloridzurProbenl¨osungf¨ordertdiespontaneFibrilenbildung(links).
DurchdieAnwesenheitvon20Vol.-%deuteriertemEthanolwirddieFibrilenbildung
vonInsulinunterdr¨uckt(rechts).DieLinienentsprechenderDatenanpassungmitei-
nermonoexponentielenAbfalfunktion.DieFehlerbalkenspiegelneineStandardabwei-
chungwider.
diﬀusionskoeﬃzientinterpretiertwerden.[142,143]
Abbildung4.4zeigtdenzeitabh¨angigenVerlaufdesDiﬀusionskoeﬃzientenw¨ahrend
derAggregationundFibrilenbildungeiner2gew.-%igenInsulinl¨osungbeieinempD-
Wertvon2.3undeinerTemperaturvon45 ◦CinAnwesenheitvon100mMNaCl.
DerDiﬀusionskoeﬃzientstartetmiteinem Wertvon1.3·1010A˚2s-1undf¨altnach
ungef¨ahr10haufeinen Wertvon0.8·1010A˚2s-1,bisnachungef¨ahr30heinPlateau-
wertvon0.5·1010A˚2s-1erreichtwird.DerzeitlicheVerlaufdesDiﬀusionskoeﬃzienten
imBereichdesStreuvektorbetragsvon0.039˚A-1bis0.127A˚-1istimRahmendes
experimentelenFehlersgleich,wasebenfalsaufdieSelbstdiﬀusionvonstarrenParti-
kelnzur¨uckzuf¨uhrenist.ZudemkanndiezeitlicheAbnahmedesDiﬀusionskoeﬃzienten
durchdiezunehmendeGr¨oßederdiﬀundierendenInsulinaggregatew¨ahrendderFibril-
lenbildungbeschriebenwerden.Dienicht-sph¨arischeFormderAmyloidﬁbrilensowie
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Abbildung 4.3: Diﬀusionskoeﬃzienten D aus NSE-Messungen einer 1 gew.-%igen
Insulinlo¨sung bei einem pD-Wert von 2.5 und einer Temperatur von 25 ◦C in Anwesen-
heit von 100 mM NaCl als Funktion des Streuvektorbetrags Q. In der Legende ist die
jeweilige Startzeit der Datenerfassung t angegeben. Die zugeho¨rigen Daten stammen
aus der Aufteilung des Fla¨chendetektors bei einer konstanten Position. Die Fehlerbal-
ken repra¨sentieren den maximalen Fehler der Steigung aus der Datenanpassung der
intermedia¨ren Streufunktion.
die Polydispersita¨t der Aggregate beeinﬂussen den Diﬀusionskoeﬃzienten, so dass eine
Berechnung des hydrodynamischen Radius nach dem Gesetz von Stokes-Einstein keine
sinnvollen Ergebnisse liefert.
Die zunehmende Gro¨ße der Insulinaggregate wa¨hrend der Fibrillenbildung in der Anwe-
senheit von 100 mM NaCl konnte mittels Ro¨ntgen-Kleinwinkelstreuung verfolgt werden
(Abbildung 4.5). Mit fortschreitender Datenerfassungszeit kann eine starke Zunahme
der Streuintensita¨t bei kleinen Q-Werten beobachtet werden. Durch Anwendung der
folgenden zwei Beziehungen ko¨nnen die Abstandsverteilungsfunktion p (r) und der Gy-
rationsradius RG aus den erhaltenen Streudaten bestimmt werden.
p (r) =
r2
(2π)3
∫ ∞
0
I (Q)
sin (Qr)
Qr
· 4πQ2dQ (4.1)
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Abbildung 4.4: Zeitabha¨ngiger Verlauf des Diﬀusionskoeﬃzienten aus NSE-
Messungen wa¨hrend der Aggregation und Fibrillenbildung einer 2 gew.-%igen Insu-
linlo¨sung bei einem pD-Wert von 2.3 und einer Temperatur von 45 ◦C in Anwesenheit
von 100 mM NaCl. In der Legende ist der jeweilige Streuvektorbetrag Q angegeben.
Die Linie dient der optischen Fu¨hrung.
R2G =
∫∞
0
r2p (r) dr
2
∫∞
0
p (r) dr
(4.2)
Abbildung 4.6 zeigt die Abstandsverteilungsfunktion p (r) mit fortschreitender Da-
tenerfassungszeit. Eine deutliche Zunahme des maximalen Teilchendurchmessers von
40 A˚ auf 160 A˚ ist zu erkennen. Die untere Grenze von 40 A˚ wurde ebenfalls mit
Neutronen-Kleinwinkelstreuung gefunden. [16] Ein anfa¨nglicher Gyrationsradius RG von
16.5 A˚ (Abbildung 4.7) ist in guter U¨bereinstimmung mit einer in der Literatur be-
schriebenen Guinieranalyse von Neutronen-Kleinwinkelstreudaten und dem berechne-
ten RG-Wert von 14.4 A˚ fu¨r ein Insulindimer mit einer zylindrischen Form.
[11] Mithilfe
der Stokes-Einstein-Beziehung (Gleichung 4.3) und dem Partikelradius R =
√
5/3RG
kann der Diﬀusionskoeﬃzient zu Beginn der Fibrillenbildung abgescha¨tzt werden:
D =
kBT
6πηR
(4.3)
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Abbildung 4.5: Zeitabha¨ngiger Verlauf ausgewa¨hlter Ro¨ntgen-
Kleinwinkelstreukurven einer 2 gew.-%igen Insulinlo¨sung bei einem pD-Wert von
2.4 und einer Temperatur von 45 ◦C in der Anwesenheit von 100 mM NaCl.
Mit einem hydrodynamischen Radius R von 21.3 A˚ resultiert bei einer Temperatur von
45 ◦C ein Diﬀusionskoeﬃzient D von 1.2 · 1010 A˚2 s-1. Dieser Wert ist fast identisch
mit dem aus der NSE-Spektroskopie erhaltenen Wert am Anfang der Datenerfassung
(t = 0). Diese U¨bereinstimmung ist ein Nachweis fu¨r die unabha¨ngige Diﬀusion von
Insulinmoleku¨len bei Lo¨sungsmittelbedingungen, die die Fibrillenbildung fo¨rdern. Fu¨r
die weitere Analyse in dieser Studie ist es zudem wichtig festzustellen, dass die Ro¨ntgen-
Kleinwinkelstreukurven in Abbildung 4.5 keinen Korrelationspeak enthalten.
Das komplexe Aggregationsverhalten von Proteinen, die zu Fibrillenbildung neigen,
wurde bereits ausfu¨hrlich studiert und in der Literatur diskutiert. [1–5,9–14] Nachdem
das native Insulin destabilisiert wurde, startet die Keimbildung durch hochenergeti-
sche Insulinspezies. Der Elongationsprozess beinhaltet die Anlagerung weiterer (teil-)
entfalteter Monomere oder Oligomere. Jedoch ko¨nnen die gebildeten Fibrillen jeder-
zeit in Fragmente zerfallen. Des Weiteren kann die Keimbildung an der Fibrillenober-
ﬂa¨che sogar zu einer Verzweigung der Fibrille fu¨hren. Aus den genannten Gru¨nden
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Abbildung 4.6: Zeitlicher Verlauf der Abstandsverteilungsfunktion p (r) einer 2 gew.-
%igen Insulinlo¨sung bei einem pD-Wert von 2.4 und einer Temperatur von 45 ◦C in
der Anwesenheit von 100 mM NaCl.
weisen Insulinﬁbrillen sowohl einen mikro- als auch makroskopischen Polymorphismus
auf. [13] Durch Neutronen-Kleinwinkelstreuexperimente wurde herausgefunden, dass ein
Keim aus drei Dimeren aufgebaut ist, und die weitere Anlagerung u¨ber Seite-an-Seite-
Kontakte erfolgt. [11] Unter der Annahme, dass der gemessene Diﬀusionskoeﬃzient (Ab-
bildung 4.4) umgekehrt proportional zur Gro¨ße der Insulinaggregate ist, bedeutet der
Abfall des Diﬀusionskoeﬃzienten von 1.3 · 1010 A˚2 s-1 auf 0.5 · 1010 A˚2 s-1 eine Zu-
nahme des Gyrationsradius um den Faktor 2.6. Somit sollte bei einem anfa¨nglichen
Gyrationsradius von 16.5 A˚ ein Gyrationsradius von 43 A˚ resultieren, was durch die
Ro¨ntgen-Kleinwinkelstreuexperimente besta¨tigt werden konnte (Abbildung 4.7).
Kollektive Diﬀusion des nicht-ﬁbrillierenden Insulins
Die Struktur und Dynamik von Insulin zeigen bei Lo¨sungsmittelbedingungen, die
die Fibrillenbildung verhindern, und bei Bedingungen, die die Fibrillenbildung fo¨rdern
einen grundlegenden Unterschied. Die Hinzugabe von deuteriertem Ethanol, in Ab-
wesenheit von Natriumchlorid, fu¨hrt bei einer Insulinlo¨sung mit einem pD-Wert von
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Abbildung 4.7: Zeitlicher Verlauf des Gyrationsradius RG einer 2 gew.-%igen Insulin-
lo¨sung bei einem pD-Wert von 2.4 und einer Temperatur von 45 ◦C in der Anwesenheit
von 100 mM NaCl. Die Fehlerbalken repra¨sentieren den maximalen Fehler aus zwei
unabha¨ngigen Messungen.
2.4 zu einer Verschiebung des Monomer/Dimer-Gleichgewichts auf die Seite des Mo-
nomers. Bei Temperaturen von 60 ◦C setzt zwar nach einer langen Verzo¨gerungszeit
die Oligomerisierung ein, aber die Bildung von geordneten Fibrillen wird durch eine
hohe Ethanolkonzentration unterdru¨ckt. [144] Das Ausbleiben der Fibrillenbildung in
Anwesenheit von 20 Vol.-% deuteriertem Ethanol bei einem pD-Wert von 2.4 und einer
Temperatur von 45 ◦C konnte u¨ber einen Zeitraum von mehr als 25 h durch Messung
der Thioﬂavin T-Fluoreszenzintensita¨t nachgewiesen werden (Abbildung 4.1). Die NSE-
Messungen wurden ebenfalls unter den genannten Bedingungen durchgefu¨hrt. Hierbei
wurde eine ausgepra¨gte Abha¨ngigkeit des Diﬀusionskoeﬃzienten vom Streuvektorbe-
trag festgestellt (Abbildung 4.8). Je kleiner der Streuvektorbetrag wird, desto gro¨ßer
wird der Diﬀusionskoeﬃzient.
Des Weiteren entsteht bei einer 2 gew.-%igen Insulinlo¨sung bei einem pD-Wert von
2.4 und einer Temperatur von 45 ◦C ein Korrelationspeak bei einem Streuvektorbetrag
von 0.07 A˚-1 in der Ro¨ntgen-Kleinwinkelstreukurve (Abbildung 4.10). Dieser Korrelati-
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onspeak beschreibt starke, repulsive Wechselwirkungen zwischen den Insulinmoleku¨len.
Der isoelektrische Punkt von Insulin liegt bei einem pH-Wert von 5.3, so dass Insulin
bei einem pD-Wert von 2.4 positiv geladen ist. Die berechnete Nettoladung bei einem
pH-Wert von 2 betra¨gt +6. [145] Daher wird in Abwesenheit von Salzen die intermoleku-
lare Wechselwirkung zwischen Insulinmoleku¨len hauptsa¨chlich durch die Coulombab-
stoßung bestimmt, und der Abstand der Moleku¨le wird maximal. Der Korrelationspeak
bei einem Streuvektorbetrag von 0.07 A˚-1 entspricht einem intermolekularen Abstand
von ungefa¨hr 2π/0.07 A˚-1 = 90 A˚. Eine theoretische Berechnung, unter der Annahme
einer homogenen Verteilung von Insulinmonomeren in einer 2 gew.-%igen Lo¨sung, er-
gibt einen intermolekularen Abstand von rund 80 A˚. Dieser Wert steht in sehr guter
U¨bereinstimmung mit dem gefundenen Korrelationspeak. Ein
”
Gitter“ mit ra¨umlich
korrelierten Insulinmoleku¨len kann kollektiv diﬀundieren, was zu einem Anstieg des
Diﬀusionskoeﬃzienten bei Q-Werten fu¨hrt, die kleiner sind als der Q-Wert des Korre-
lationspeaks. [142,143] Die Position des Korrelationspeaks bei einem Q-Wert von 0.07 A˚-1
in Abbildung 4.10 und die obere Q-Wertgrenze des erho¨hten Diﬀusionskoeﬃzienten in
Abbildung 4.8 besta¨tigen diese kollektive Dynamik einer nicht-ﬁbrillierenden Insulin-
lo¨sung.
Ein Diﬀusionskoeﬃzient kann durch folgende Gleichung berechnet werden: [142]
D (Q) = D (∞) · H (Q)
S (Q)
(4.4)
Aus Abbildung 4.9 ist abzulesen, dass D(0.04 A˚-1) = 1.9 · 1010 A˚2 s-1 und D(∞) =
1.3·1010 A˚2 s-1 ist. Der kleinste gemessene Diﬀusionskoeﬃzient wird hier na¨herungsweise
fu¨r D(∞) verwendet. Die hydrodynamische Funktion H (Q) beschreibt solvensvermit-
telte Wechselwirkungen zwischen bewegten Teilchen und wird vereinfacht als 1 ange-
nommen. Gema¨ß Gleichung 4.4 resultiert dann ein Strukturfaktor von S(0.04 A˚-1) =
0.68, wa¨hrend der experimentelle Strukturfaktor S(0.04 A˚-1) ≈ 0.8 betra¨gt. [146] Die-
ser Strukturfaktor fu¨r Insulin wurde aus konzentrationsabha¨ngigen Messungen der
Ro¨ntgen-Kleinwinkelstreuung erhalten. Der erhaltene Unterschied ist auf den expe-
rimentellen Fehler des gemessenen Diﬀusionskoeﬃzienten, den experimentellen Fehler
des gemessenen Strukturfaktors und auf die unbekannte hydrodynamische Funktion
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Abbildung 4.8: Diﬀusionskoeﬃzienten D aus NSE-Messungen einer 2 gew.-%igen In-
sulinlo¨sung bei einem pD-Wert von 2.4 und einer Temperatur von 45 ◦C in Anwesenheit
von 20 Vol.-% deuteriertem Ethanol (C2D5OD) als Funktion des Streuvektorbetrags
Q. Die Datenpunkte, dargestellt als  und ×, repra¨sentieren zwei unabha¨ngige Mes-
sungen mit individueller Probenpra¨paration.
zuru¨ckzufu¨hren. In einer Studie u¨ber das Proteins Myoglobin wurde herausgefunden,
dass die hydrodynamische Funktion sowohl vom Streuvektorbetrag Q als auch von der
Konzentration des Proteins abha¨ngt. [142]
Am Maximum des Strukturfaktors bei Q = 0.07 A˚-1 (Abbildung 4.10) konnte in
dieser Studie keine verringerte Halbwertsbreite des quasielastischen Peaks in der Fre-
quenzdoma¨ne, dass heißt ein kleinerer Diﬀusionskoeﬃzient, beobachtet werden. Das
sogenannte
”
de Gennes narrowing“ wurde fu¨r einfache Flu¨ssigkeiten vorhergesagt und
nachgewiesen. [147] Im Gegensatz zu einfachen Flu¨ssigkeiten, die ein eher scharfes Ma-
ximum im Strukturfaktor aufweisen, ist das Maximum, das durch Wechselwirkungen
zwischen Proteinen hervorgerufen wird, eher breit und kann somit den Eﬀekt eventuell
unsichtbar machen. Zudem kann der Eﬀekt vom steigenden Diﬀusionskoeﬃzienten bei
kleinen Q-Werten u¨berdeckt werden. Der Diﬀusionskoeﬃzient fu¨r kollektive Diﬀusion
ist gro¨ßer als der Selbstdiﬀusionkoeﬃzient, da dieser eine andere Art der Bewegung
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Abbildung 4.9: Lo¨sungsmittelabha¨ngiger Verlauf des Diﬀusionskoeﬃzienten D von
Insulin bei kleinen Q-Werten innerhalb der ersten 3 Stunden bei 45 ◦C und einem
pD-Wert von 2.4. Die Datenpunkte repra¨sentieren die Dynamik einer 2 gew.-%igen
Insulinlo¨sung mit 20 Vol.-% deuteriertem Ethanol () bzw. mit 100 mM NaCl ().
Alle vier Datenpunkte der jeweiligen Messung wurden simultan bei einer Detektorpo-
sition bestimmt. Die Linie dient der optischen Fu¨hrung. Die Fehlerbalken spiegeln die
maximalen Fehler aus zwei unabha¨ngigen Bestimmungen des Diﬀusionskoeﬃzienten
wider.
wiedergibt. In diesem Fall beschreibt er keine Bewegung einzelner Moleku¨le, sondern
den Abbau ausgepra¨gter Konzentrationsﬂuktuationen in der Insulinlo¨sung.
Das stabile, nicht-aggregierende und nicht-ﬁbrillierende Protein Lysozym weist bei
hohen Konzentrationen eine a¨hnliche Dynamik auf. [148,149] In diesen Studien wurde
die kollektive Diﬀusion der Proteinmoleku¨le ebenfalls durch einen Korrelationspeak
in der Neutronen-Kleinwinkelstreuung und einer schnellen Diﬀusion bei kleinen Q-
Werten beschrieben. Hieraus kann gefolgert werden, dass das Protein Insulin unter
nicht-ﬁbrillierenden Lo¨sungsmittelbedinungen ein a¨hnliches Verhalten in Bezug auf die
kollektive Diﬀusion aufweist wie das nicht-ﬁbrillierende Protein Lysozym.
Die NSE-Messungen an Insulin, dessen elektrische Ladung durch die Zugabe von 100
mM Natriumchlorid abgeschirmt wird, bei 25 ◦C (Abbildung 4.3) und 45 ◦C (Abbildung
62 Ergebnisse und Diskussion
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30
0.0
0.5
1.0
1.5
I(Q
)/
a.
u.
Q / Å-1
22 h
0 h
Abbildung 4.10: Zeitabha¨ngiger Verlauf ausgewa¨hlter Ro¨ntgen-
Kleinwinkelstreukurven einer 2 gew.-%igen Insulinlo¨sung bei einem pD-Wert von
2.4 und einer Temperatur von 45 ◦C in der Anwesenheit 20 Vol.-% deuteriertem
Ethanol. Zur besseren U¨bersicht wurden die Streukurven vertikal gegeneinander
verschoben. Ein Korrelationspeak bei Q = 0.07 A˚-1 ist deutlich erkennbar.
4.9) weisen fu¨r kleine Q-Werte einen Q-unabha¨ngigen Diﬀusionskoeﬃzienten auf. Somit
ist die Dynamik von Insulin unter Lo¨sungsmittelbedingungen, die die Fibrillenbildung
fo¨rdern, unterschiedlich zu der von nicht-ﬁbrillierenden Proteinen, wie beispielsweise
Lysozym. Oﬀensichtlich hat das Wechselwirkungspotenzial von Insulinmoleku¨len, das
durch das Lo¨sungsmittel kontrolliert werden kann, einen ausgepra¨gten Einﬂuss auf die
Dynamik der Insulinlo¨sung.
Die in dieser Studie gefundene lo¨sungsmittelabha¨ngige Dynamik von Insulin steht
im Einklang mit den Unterschieden im intermolekularen Interaktionspotenzial von
Insulin- und Lysozymlo¨sungen, das mittels Ro¨ntgen-Kleinwinkelstreuung bestimmt wor-
den ist. [146] Der Form- und Strukturfaktor einer Insulinlo¨sung bei einem pH-Wert von
2 wurde sowohl in Anwesenheit von 100 mM NaCl als auch nach Zugabe von 20 Vol.-
% Ethanol aus konzentrationsabha¨ngigen Messungen der Ro¨ntgen-Kleinwinkelstreuung
ermittelt. Die gemessenen Strukturfaktoren wurden mit einem Protein-Protein-Wechsel-
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wirkungspotenzial V (r) modelliert. [146] Im attraktiven Teil des Wechselwirkungspoten-
zials zeigt Insulin unter aggregierenden und ﬁbrillierenden Lo¨sungsmittelbedingungen
ein deutliches Minimum, wohingegen dieses Minimum fu¨r das nicht-aggregierende Ly-
sozym viel schwa¨cher ausgepra¨gt ist. Der deutliche Unterschied in der Dynamik von
Insulin in Abha¨ngigkeit der zwei untersuchten Lo¨sungsmittelbedingungen kann auf die
unterschiedlichen Wechselwirkungen von stabilen und zur Aggregation neigenden Pro-
teinen zuru¨ckgefu¨hrt werden. Die genaue Kenntnis dieser Wechselwirkungen und der
damit verbundenen Dynamik ermo¨glicht die Kontrolle oder Feinregulierung der Selbst-
assoziation von Proteinen.
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4.2 Einﬂuss des makromolekularen Crowders Ficoll PM
70 auf die Stabilita¨t des Proteins
Staphylokokken-Nuklease
In dieser Studie wurde die thermische und druckinduzierte Entfaltung des Proteins
Staphylokokken-Nuklease (SNase) in Anwesenheit und Abwesenheit des makromole-
kularen Crowders Ficoll PM 70 untersucht.† Hierzu wurden die FT-IR-Spektroskopie
sowie kalorimetrische Messmethoden verwendet. Die erhaltenen Ergebnisse wurden mit
theoretischen Vorhersagen verglichen. Zusa¨tzlich wurde die Faltungskinetik des Prote-
ins anhand von Drucksprungexperimenten ermittelt. Der Einﬂuss hochkonzentrierter
Makromoleku¨llo¨sungen auf die Entfaltung von Proteinen erlaubt erste Ru¨ckschlu¨sse
auf die Proteinstabilita¨t und -faltung in zella¨hnlichem, dicht-gepacktem Medium. Die
Eignung des verwendeten makromolekularen Crowders im untersuchten Druck- und
Temperaturbereich wurde mittels Ro¨ntgen-Kleinwinkelstreuung an der Beamline ID02
des Synchrotrons ESRF und der Beamline BW4 des Synchrotrons DESY gepru¨ft.
Die Ergebnisse zeigen, dass sowohl die Entfaltungstemperatur als auch der Entfaltungs-
druck des Proteins in einer 30 gew.-%igen Ficolllo¨sung deutlich zu ho¨heren Tempera-
turen bzw. Dru¨cken verschoben werden. Die Struktur des entfalteten Zustands wird
jedoch nicht durch die verdichtete Lo¨sung beeinﬂusst. Eine Proteinkonzentration von
mehr als 10 Gew.-% fu¨hrt zu weniger starken, aber dennoch erho¨hten Entfaltungstem-
peraturen und -dru¨cken, so dass hier von einem
”
self-crowding“-Eﬀekt auszugehen ist.
Die kinetischen Untersuchungen zeigen, dass die Anwesenheit einer hochkonzentrierten
Ficolllo¨sung zu einer deutlichen Verlangsamung der Faltungsgeschwindigkeit des Pro-
teins fu¨hrt. Dieses Ergebnis verdeutlicht, dass neben dem normalerweise angenomme-
nen Eﬀekt des Ausschlussvolumens noch andere Faktoren in Betracht gezogen werden
mu¨ssen, um die A¨nderung der Faltungsgeschwindigkeit in Anwesenheit des makromo-
lekularen Crowders zu erkla¨ren. Ein mo¨glicher Ansatz ist die Zunahme der Viskosita¨t
des Lo¨sungsmittels.
†Die in diesem Kapitel vorgestellte Studie wurde in Referenz [150] publiziert.
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Strukturelle Charakterisierung des makromolekularen Crowders
Um den Einﬂuss eines makromolekularen Crowders auf das p,T -Stabilita¨tsdiagramm
von Proteinen verstehen zu ko¨nnen, ist es zuna¨chst erforderlich, das temperatur- und
druckabha¨ngige Strukturverhalten der makromolekularen Crowdermoleku¨le zu ken-
nen. In dieser Studie wurde das stark verzweigte und leicht wasserlo¨sliche Saccharose-
Epichlorhydrin-Copolymer, Ficoll PM 70, verwendet. Die A¨nderung der Struktur des
Crowdermoleku¨ls in Abha¨ngigkeit der Temperatur und des Drucks wurde mittels
Ro¨ntgen-Kleinwinkelstreuung untersucht. Hierzu wurde eine 1 gew.-%ige makromole-
kulare Crowderlo¨sung hergestellt, da bei dieser Konzentration weitgehend keine inter-
molekularen Wechselwirkung auftreten. Abbildung 4.11 zeigt repra¨sentative Streukur-
ven von Ficoll PM 70 (1 Gew.-%) in Abha¨ngigkeit des Drucks bei 25 ◦C. Die gezeigten
Streukurven sind um den Streubeitrag des Lo¨sungsmittels unter Beru¨cksichtigung des
speziﬁschen Volumens von Ficoll PM 70 (v = 0.680 mL g-1 [151]) korrigiert. Die leichte
Zunahme der Streuintensita¨t bei kleinen Q-Werten kann jedoch auch bei dieser gerin-
gen Konzentration auf geringfu¨gige attraktive Wechselwirkungen zwischen verzweigten
Ketten hindeuten.
Aus der Fourier-Transformation der Streukurven resultiert die Abstandsverteilungs-
funktion p (r). Sie wird durch die folgende Gleichung berechnet [152]:
p (r) =
r2
(2π)3
∫ ∞
0
I (Q)
sin (Qr)
Qr
· 4πQ2dQ (4.5)
Abbildung 4.12 zeigt repra¨sentative Abstandsverteilungsfunktionen p (r) von Ficoll PM
70 (1 Gew.-%) in Abha¨ngigkeit des Drucks bei 25 ◦C, die mithilfe der Auswertesoftware
”
Gnom“ [153] aus den entsprechenden Streukurven berechnet worden sind. Weiterhin
kann der Gyrationsradius RG aus der Abstandsverteilungsfunktion berechnet werden:
R2G =
∫∞
0
r2p (r) dr
2
∫∞
0
p (r) dr
(4.6)
Der Gyrationsradius RG, auch Streumassenradius genannt, ist der quadratisch gemit-
telte Abstand aller Streuzentren zum Schwerpunkt des untersuchten Moleku¨ls. Das
druckabha¨ngige Verhalten des Gyrationsradius im Bereich zwischen 1 bar und 2500
bar ist in Abbildung 4.13 fu¨r 25 ◦C und 57 ◦C gezeigt. Das makromolekulare Crowder-
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Abbildung 4.11: Repra¨sentative Ro¨ntgen-Kleinwinkelstreukurven von Ficoll PM 70
(1 Gew.-%) in Abha¨ngigkeit des Drucks bei 25 ◦C.
moleku¨l zeigt innerhalb des Fehlers keine A¨nderung der Gro¨ße durch eine Temperatur-
erho¨hung von 25 ◦C auf 57 ◦C. Bei 25 ◦C und 1 bar betra¨gt der Gyrationsradius fu¨r
Ficoll PM 70 4.15±0.2 nm und bei 57 ◦C und 1 bar 4.20±0.2 nm. Unter der Annahme
eines kugelfo¨rmigen Teilchens entspricht der gemessen Gyrationsradius von 4.15 nm
bei 25 ◦C einem Teilchenradius von 5.36 nm. Der gefundene Wert ist somit in guter
U¨bereinstimmung mit der Literatur. [154] Anhand der Abstandsverteilungsfunktion in
Abbildung 4.12 kann jedoch geschlossen werden, dass Ficoll PM 70 eine eher leicht
elongierte Teilchenform einnimmt.
Des Weiteren konnte bei 25 ◦C keine A¨nderung im Gyrationsradius des Crowdermo-
leku¨ls durch Druckerho¨hung bis 2500 bar festgestellt werden. Lediglich bei erho¨hter
Temperatur (T = 57 ◦C) konnte ab einem Druck von 1 kbar ein leicht vergro¨ßerter
Gyrationsradius festgestellt werden, der sich jedoch bei weiterer Druckerho¨hung auf 2
kbar wieder auf den Ausgangswert reduziert hat. Dieser leicht erho¨hte Wert zwischen
1 und 2 kbar kann auf ein zwischenzeitliches Aufquellen des Crowdermoleku¨ls durch
Wasser zuru¨ckgefu¨hrt werden.
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Abbildung 4.12: Repra¨sentative Abstandsverteilungsfunktionen p (r) von Ficoll PM
70 (1 Gew.-%) in Abha¨ngigkeit des Drucks bei 25 ◦C.
Globale Informationen u¨ber die Netzwerkstruktur von Polymeren oder polymer-a¨hnlichen
Moleku¨len resultieren aus einer Auftrag von Q2I (Q) gegen Q, der sogenannten Kratky-
Auftragung. Diese Auftragung hilft, zwischen verschiedenen Netzwerkstrukturen des
makromolekularen Systems zu unterscheiden. [116] Die Kratky-Auftragung des makro-
molekularen Crowders Ficoll PM 70 mit einer Konzentration von 15 Gew.-% (links)
und 30 Gew.-% (rechts) ist in Abbildung 4.14 dargestellt.
Die Streukurve einer 15 gew.-%igen Ficoll PM 70 Lo¨sung weist ein breites Maximum
bei mittlerenQ-Werten auf, was ein charakteristisches Merkmal fu¨r stark verzweigte Po-
lymere mit einer hohen Segmentdichte ist. [155] Eine Druckapplikation von 2.5 kbar fu¨hrt
zu einem weniger ausgepra¨gten Maximum. Die druckinduzierte A¨nderung der Kurven-
form ist wahrscheinlich auf die Ausbildung einer sta¨rker verkna¨ulten Netzwerkstruktur
zuru¨ckzufu¨hren. Diese verkna¨uelten Netzwerkstrukturen ko¨nnen ebenfalls durch eine
Erho¨hung der Crowderkonzentration auf 30 Gew.-% erreicht werden. Bei diesen Kon-
zentrationen liegen die Crowdermoleku¨le nur noch schwach verdu¨nnt vor, und intermo-
lekulare Wechselwirkungen steigen merklich an. Im Gegensatz zu verdu¨nnten Lo¨sungen
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Abbildung 4.13: Gyrationsradius RG von Ficoll PM 70 (1 Gew.-%) im Druckbereich
zwischen 1 bar und 2500 bar bei 25 ◦C () und bei 57 ◦C (×).
tritt bei hochkonzentrierten Lo¨sungen aufgrund der Ausbildung von verkna¨ulten Netz-
werkstrukturen eine weitere charakteristische Gro¨ße auf, die sogenannte Maschenweite
oder auch Korrelationsla¨nge. Bei hochkonzentrierten makromolekularen Crowderlo¨sung
kann eine Ornstein-Zernike-Analyse groben Aufschluss u¨ber die Netzwerkstruktur ge-
ben. In diesem Fall gilt fu¨r die Streuintensita¨t I (Q) eine Lorentz-Gleichung:
I (Q) =
I (0)
1 + ξ2Q2
(4.7)
mit ξQ < 1, wobei ξ die Korrelationsla¨nge wiedergibt. [116] Der Wert der Korrelations-
la¨nge, die den mittleren Abstand zwischen Vernetzungspunkten beschreibt, kann aus
der entsprechenden Ornstein-Zernike-Auftragung (I(Q)−1 gegen Q2) gewonnen werden.
Fu¨r eine 15 gew.-%ige Ficolllo¨sung ergibt sich ein Wert von 4.9± 0.1 nm und fu¨r eine
30 gew.-%ige Ficolllo¨sung ein Wert von 3.2 ± 0.1 nm. Beide Konzentrationen zeigten
keine Vera¨nderung der Korrelationsla¨nge infolge einer Druckapplikation bis 2.5 kbar.
Insgesamt weisen alle untersuchten Parameter des makromolekularen Crowders Fi-
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Abbildung 4.14: Kratky-Auftragung des makromolekularen Crowders Ficoll PM 70
mit einer Konzentration von 15 Gew.-% (links) und 30 Gew.-% (rechts). Der Eﬀekt
der Druckapplikation (von 1 bar bis 2500 bar) auf die Streukurven wird durch den
schwarzen Pfeil verdeutlicht.
coll PM 70, wie der Gyrationsradius RG fu¨r verdu¨nnte Lo¨sungen sowie die Kontur der
Kratky-Auftragung und die Ornstein-Zernike-Analyse fu¨r hochkonzentrierte Lo¨sungen,
nur geringe strukturelle A¨nderungen durch Druckapplikation auf. Des Weiteren wurde
keine Aggregation oder Entmischung beobachtet. Somit kann dieser inerte makromo-
lekulare Crowder verwendet werden, um die hochkonzentrierte Lo¨sung innerhalb einer
biologischen Zelle zu imitieren, sowohl bei hohen Temperaturen als auch bei hohen
Dru¨cken.
Analoge Strukturuntersuchungen mittels Ro¨ntgen-Kleinwinkelstreuung wurden eben-
falls mit dem makromolekularen Crowder Dextran 70 durchgefu¨hrt. Die entsprechenden
Abbildungen sind im Anhang (siehe Kapitel 6.1) zu ﬁnden.
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Abbildung 4.15: Schematische Darstellung des verfu¨gbaren Volumens (hellblau) fu¨r
das Protein in Anwesenheit einer hochkonzentrierten Makromoleku¨llo¨sung. Modiﬁzierte
Darstellung nach A. P. Minton. [30]
Theoretische Vorhersage des Einﬂusses von makromolekularen Crow-
dern auf die Stabilita¨t von Proteinen
Im Allgemeinen wird die Erho¨hung der Proteinstabilita¨t durch den Eﬀekt des Aus-
schlussvolumens erkla¨rt. Wie Abbildung 4.15 zeigt, steht dem Protein in Anwesenheit
hochkonzentrierter Makromoleku¨llo¨sungen weniger Platz zu Verfu¨gung als in verdu¨nn-
ten Lo¨sungen.
Aufgrund der Volumeneinschra¨nkung (
”
excluded volume“-Eﬀekt) ist es fu¨r das Pro-
tein thermodynamisch ungu¨nstiger, eine weniger kompakte Form, wie es der entfalteten
Zustand darstellt, einzunehmen. Daher wird der native, gefaltete Zustand in verdichte-
ten Lo¨sungen begu¨nstigt. Erste theoretische Berechnungen wurden von Zhou et al. [33,34]
vero¨ﬀentlicht und werden im Nachfolgenden auf das untersuchte System u¨bertragen.
In einer einfachen Na¨herung wird das gefaltete Protein als Kugel mit dem Radius rf
und das entfaltete als Gaußsches Zufallskna¨uel betrachtet. Der Fadenendenabstand des
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Kna¨uels mit N + 1 Segmenten (hier Anzahl der Aminosa¨uren) ist gegeben als:
〈
R2N
〉1/2
= R˜N = bN
1/2 (4.8)
mit b, der eﬀektiven Bindungsla¨nge des Kna¨uels. Unter Beru¨cksichtigung des Auswei-
chens der einzelnen Segmente im entfalteten Protein, reduziert sich der Fadenenden-
abstand zu R˜N = 5.31N
0.6, wobei R˜N in A˚ angegeben wird.
[34,156]
Nach Hinzugabe des makromolekularen Crowders ko¨nnen mehrere Konformationen des
entfalteten Proteins nicht mehr realisiert werden. Der Faktor fu beschreibt die Abnah-
me der Anzahl an realisierbaren Mikrozusta¨nden des entfalteten Proteins. Somit be-
zieht sich nach Boltzmann der Term − ln (fu) auf die Entropieabnahme des entfalteten
Proteins. Unter der Annahme, dass die makromolekularen Crowdermoleku¨le Kugeln
mit dem Radius rc sind, nehmen diese einen Volumenanteil von φC = (4π/3)r
3
ccN ein.
Die Konzentration cN ist hierbei die Teilchenzahldichte. Der reduzierte statische Anteil
des entfalteten Proteins in Anwesenheit der makromolekularen Crowdermoleku¨le ergibt
sich dann zu: [34]
− ln (fu) = 3φCy2 + 6π−1/2φCy1/2 − ln (1− φC)− 9φ2Cy2 ln (y) (4.9)
mit y = R˜N/
(
61/2rc
)
.
Ebenfalls wird der statistische Anteil des gefalteten Proteins in verdichteten Lo¨sungen
reduziert, da das verfu¨gbare Volumen durch die Anwesenheit von makromolekularen
Crowdermoleku¨len herabgesetzt wird. Unter der Annahme, dass das gefaltete Prote-
in als ideale Kugel mit einem eﬀektiven (hydrodynamischen) Radius rf angenommen
wird, resultiert basierend auf der Theorie der skalierten Teilchen, einem analytischen
Modell zur Berechnung des zuga¨nglichen Volumens in teilgefu¨llten Lo¨sungen, folgender
Zusammenhang fu¨r den Abnahmefaktor − ln (ff):
− ln (ff) =
(
3z + 3z2 + z3
)
ρ+
(
9z2/2 + 3z3
)
ρ2 + 3z3ρ3 − ln (1− φ) (4.10)
mit z = rf/rc und ρ = φC/ (1− φC).
Hieraus resultiert fu¨r die Gibbs-Energie der Proteinfaltung, unter Vernachla¨ssigung
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Abbildung4.16:TheoretischeBerechnungderA¨nderungderGibbs-EnergiederPro-
teinfaltung∆∆GfdesProteinsSNasealsFunktiondesVolumenanteilsφCdesmakro-
molekularenCrowdersFicolPM70.
enthalpischerBeitr¨age,folgenderTerm:
∆∆Gf=−kBTln fffu (4.11)
mitkBTalsthermischeEnergie.
Abbildung4.16zeigtdieA¨nderungderGibbs-EnergiederProteinfaltungalsFunk-
tiondesVolumenanteilsdesmakromolekularenCrowdersFicolPM70.DerEﬀektder
makromolekularenVerdichtungkannimFalvonFicolPM70fastausschließlichdurch
dasModeldesAusschlussvolumensbeschriebenwerden,dadieintermolekularenWech-
selwirkungenzwischenFicol PM70undProteinenvernachl¨assigbargeringsind.[157]
AnalogzurtheoretischenBeschreibungwurdeauchindieserStudiedasentfaltetePro-
teinalsZufalskn¨auelunddasgefalteteProteinalsKugelmiteinemhydrodynamischen
Radiusvon21.9A˚angenommen.[46]DerFadenendenabstanddesentfaltetenProteins
wurde,wieobenbeschrieben,berechnet.AlsmolekularerCrowderwurdeFicolPM70
miteinermolaren Massevon70kgmol-1undeinemhydrodynamischenRadiusvon
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Abbildung4.17:TheoretischeBerechnungderA¨nderungderGibbs-EnergiederPro-
teinfaltung∆∆GfdesProteinsSNasealsFunktiondesVolumenanteilsφCinder”self-crowding“-Situation(rC=rf).
ungef¨ahr53.6˚Averwendet.DerhydrodynamischeRadiuswurdeausdemGyrationsra-
diusRGberechnet,derdurchR¨ontgen-Kleinwinkelstreuexperimentebestimmtwurde.
DerEﬀektdermolekularenVerdichtungistzwarsehrklein,jedochf¨urKonzentratio-
nen,wiesieintrazelul¨arvorkommen,signiﬁkant.F¨ureine30gew.-%igeFicoll¨osung
(entsprichteinemVolumenanteilvon0.29)wirddasgefalteteProteinumeinen Wert
0.65kBT(ungef¨ahr1.61kJmol-1)stabilisiert.Dieser Wertentsprichtgleichzeitigdem
maximalen WertderProteinstabilisierungdurchFicolPM70.
DerselbeFormalismuswurdeaufdie”self-crowding“-Situationangewandt,dasheißt,
dasProteinselbststeltdasCrowdermolek¨uldar.SomitwirdbeidenBerechnungen
f¨urdasmakromolekulareCrowdermolek¨ulunddasgefalteteProteindieselbeKugel-
gr¨oßevon21.9˚Aangenommen(rC=rf).Einewenigerausgepr¨agteStabilisierungdes
nativenZustandswirdinder”self-crowding“-Situationerreicht. WieAbbildung4.17
zeigt,erf¨ahrtdasgefalteteProteineineStabilisierungvon0.52kBT(ungef¨ahr1.29kJ
mol-1)ineiner15gew.-%igenProteinl¨osung(entsprichteinemVolumenanteilvon0.1).
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Dynamische Diﬀerenzkalorimetrie und Druck-Perturbations-Kalorime-
trie
Zur Bestimmung thermodynamischer Gro¨ßen des Proteins SNase in Anwesenheit
und Abwesenheit des makromolekularen Crowders Ficoll PM 70 (30 Gew.-%) wurden
kalorimetrische Messungen durchgefu¨hrt. Aus der dynamischen Diﬀerenzkalorimetrie
konnte fu¨r die Entfaltungstemperatur Tm des reinen Proteins SNase ein Wert von
51.4 ± 0.6 ◦C bestimmt werden, der mit vorherigen Messdaten u¨bereinstimmt. [95–98]
In Anwesenheit einer 30 gew.-%igen Ficoll PM 70 Lo¨sung erho¨ht sich die Entfaltung-
stemperatur um 3.9 ◦C auf 54.7±0.7 ◦C. Unter Verwendung der gemessenen Werte fu¨r
die Enthalpiea¨nderung ΔH◦u (Tm) von 188 kJ mol
-1 und der Wa¨rmekapazita¨tsa¨nderung
ΔC◦p,u (Tm) des Proteins bei der Entfaltung von 5.2 kJ mol
-1 K-1 kann die A¨nderung
der Standard-Gibbs-Entfaltungsenergie ΔG◦u (T ) unter Verwendung der folgenden Glei-
chung berechnet werden:
ΔG◦u (T ) = ΔH
◦
u (Tm)
[
1− T
Tm
]
+ΔC◦p,u [T − Tm]−ΔC◦p,uT ln
[
Tm
T
]
(4.12)
Hieraus resultiert nach Gleichung 4.12 bei T = 25 ◦C ein Wert von ΔG◦u (25
◦C) = 9.50
kJ mol-1 fu¨r das reine Protein SNase in Puﬀerlo¨sung. In Anwesenheit einer 30 gew.-
%igen Ficolllo¨sung erho¨ht sich die Entfaltungstemperatur des Proteins um 3.3 ◦C,
infolgedessen steigt der Wert fu¨r ΔG◦u (25
◦C) auf 9.83 kJ mol-1 an. Hieraus resultiert
eine Stabilita¨tserho¨hung des Proteins, +ΔΔG◦u = −ΔΔG◦f , um 0.33 kJ mol-1. Dieser
berechnete Wert ist ungefa¨hr fu¨nfmal kleiner im Vergleich zum Ergebnis des theoreti-
schen Modells aus dem vorherigen Abschnitt. Da das theoretische Modell lediglich den
Beitrag des Ausschlussvolumens beschreibt, muss der Unterschied zwischen dem expe-
rimentellen und theoretischen Wert auf schwache intermolekulare Wechselwirkungen
zwischen dem Protein und den makromolekularen Crowdermoleku¨len zuru¨ckgefu¨hrt
werden, das heißt auf einen kompensierenden enthalpischen Beitrag (typische Beitra¨ge
liegen in der Gro¨ßenordnung von 10 kJ mol-1 und ho¨her).
Der thermische Ausdehnungskoeﬃzient α fu¨r das Protein SNase in Abwesenheit und
Anwesenheit des makromolekularen Crowders Ficoll PM 70 (30 Gew.-%) als Funktion
der Temperatur ist in Abbildung 4.18 dargestellt. Das Ergebnis der Druck-Perturbations-
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Abbildung4.18: ThermischerAusdehnungskoeﬃzientαf¨urdasProteinSNasein
Abwesenheit( )undAnwesenheit( )desmakromolekularenCrowdersFicolPM70
(30Gew.-%)alsFunktionderTemperatur.
Kalorimetriezeigteinea¨hnlicheErh¨ohungderEntfaltungstemperaturdesProteinsin
AnwesenheitdesmakromolekularenCrowders.DurchIntegrationdertemperaturab-
h¨angigenKurvedesthermischenAusdehnungskoeﬃzientenundbeiVerwendungeines
speziﬁschenVolumensvf¨urSNasevon0.754mLg-1,[158]errechnetsichdieabsolute
Volumen¨anderungdesProteinsbeiderEntfaltung∆V◦uzu−56±20mLmol-1inAbwe-
senheitundzu−32±20mLmol-1inAnwesenheiteiner30gew.-%igenFicoll¨osung.Die
Volumen¨anderungistsehrsensitivinBezugaufdieTemperatur,sodasseszuber¨uck-
sichtigengilt,dasssichdiejeweiligen WerteaufdieEntfaltungstemperaturunterden
gegebenenBedingungenbeziehenunddieEntfaltungstemperaturdesProteinsinAnwe-
senheitdesmakromolekularenCrowdersdeutlichh¨oherist.ImAlgemeinenbedeutet
dies,dasseinbeigeringenTemperaturennegatives∆V◦u mitsteigenderTemperatur
vomBetragherkleinerwirdundeventuelsogareinenpositivenWerteinnehmenkann.
Vorausgesetztwirdhierbeieingr¨oßererthermischerAusdehnungskoeﬃzientf¨urden
denaturiertenZustandimVergleichzumnativen.[97,159]
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Der Eﬀekt des makromolekularen Crowders Ficoll PM 70 auf die ther-
mische Entfaltung des Proteins SNase
In diesem Teil der Studie wurden temperaturabha¨ngige FT-IR-Messungen durch-
gefu¨hrt, um die relative A¨nderung der Sekunda¨rstrukturanteile des Proteins SNase
wa¨hrend der thermischen Entfaltung in Abwesenheit und Anwesenheit des makromole-
kularen Crowders Ficoll PM 70 (30 Gew.-%) zu studieren. Repra¨sentativ sind in Abbil-
dung 4.19 die normierten FT-IR-Spektren im Bereich der Amid-I’-Bande (1600− 1700
cm-1) einer 3 gew.-%igen SNase-Lo¨sung in Anwesenheit des makromolekularen Crow-
ders Ficoll PM 70 (30 Gew.-%) wa¨hrend der thermischen Entfaltung bei 1 bar und
pD 5.5 gezeigt. Temperaturinduzierte A¨nderungen von 10 ◦C bis 65 ◦C werden durch
den schwarzen Pfeil verdeutlicht. Die Minima in den resultierenden Spektren der 2.
Ableitung (Abbildung 4.20) wurden fu¨r die Lokalisierung der verschiedenen Sekun-
da¨rstrukturelemente als Subbande der Amid-I’-Bande des Proteins SNase verwendet
(Tabelle 3.1).
Die temperaturabha¨ngigen A¨nderungen der prozentualen Anteile ausgewa¨hlter Se-
kunda¨rstrukturelemente einer 3 gew.-%igen SNase-Lo¨sung in Abwesenheit und Anwe-
senheit des makromolekularen Crowders Ficoll PM 70 (30 Gew.-%) zeigen die Abbil-
dungen 4.21 und 4.22. Im Bereich von 10 ◦C bis 35 ◦C weist das Protein innerhalb des
Fehlers von 3− 4 % keine A¨nderung der Sekunda¨rstruktur auf. Eine schrittweise Erho¨-
hung der Temperatur auf 65 ◦C fu¨hrt zu einer Abnahme des Anteils an α-Helices und
β-Faltbla¨ttern, einhergehend mit einer Zunahme des Anteils an ungeordneten Struktu-
ren. Diese Beobachtung spiegelt die thermische Entfaltung des Proteins wider.
Der sigmoidale Kurvenverlauf kann, unter der Annahme eines 2-Zustands-Modells
(f  u) fu¨r das Protein, mit einer Boltzmann-Funktion angepasst werden. Fu¨r den
Fall der thermischen Entfaltung gilt fu¨r die Intensita¨t der Infrarot-Absorption folgende
Gleichung:
I =
If − Iu
1 + e−(1/Tm−1/T )·(ΔH
◦
u,vH/R)
+ Iu (4.13)
If und Iu sind in dieser Gleichung die Absorptionswerte des Plateaus fu¨r den gefalteten
bzw. entfalteten Zustand des Proteins. Des Weiteren stellt Tm den Mittelpunkt des
U¨bergangs und somit die Entfaltungstemperatur dar. Diese Gleichung basiert auf der
Annahme, dass der Stoﬀmengenanteil des gefalteten Zustands proportional zu Iu − I
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Abbildung4.19:NormierteFT-IR-SpektrenimBereichderAmid-I’-Bande(1600−
1700cm-1)einer3gew.-%igenSNase-L¨osunginAnwesenheitdesmakromolekularen
CrowdersFicol PM70(30Gew.-%)w¨ahrendderthermischenEntfaltungbei1bar
undpD5.5.TemperaturinduzierteA¨nderungenvon10◦Cbis65◦Cwerdendurchden
schwarzenPfeilverdeutlicht.
undderdesentfaltetenZustandsproportionalzuI−Ifist.DieEntfaltungstemperatur
desProteinsSNase(3Gew.-%)betr¨agt47.8◦CundistsomitinguterU¨bereinstim-
mungmitvorherigenMessungen.[95]DieZugabedesmakromolekularenCrowdersFicol
PM70(30Gew.-%)f¨uhrtzueinerStabilisierungdesnativenProteins.DieEntfaltung-
stemperatursteigtumungef¨ahr1.4◦Cvon47.8◦Cauf49.2◦C.ImVergleichzuden
ErgebnissenderkalorimetrischenUntersuchungensinddiegefundenenEntfaltungstem-
peraturenetwasgeringer,wasaufdiedeutlichh¨ohereProteinkonzentration(Faktor10)
zur¨uckgef¨uhrtwerdenkann.AufgrundderVerwendungeinerDiamantstempelzelewar
esnichtm¨oglich,dieProteinkonzentrationf¨urdieFT-IR-Experimentezuverringern.
ImweiterenVerlaufderStudiewerdendaherdiegenauerenWertederkalorimetrischen
Messungenverwendet.EinVergleichderprozentualenAnteiledereinzelnenSekun-
d¨arstrukturelementedesProteinsimentfaltetenZustandzeigtinnerhalbdesFehlers
gleicheWerteinAbwesenheitundAnwesenheitdesmakromolekularenCrowdersFicol
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Abbildung4.20:2.AbleitungdernormiertenFT-IR-SpektrenimBereichderAmid-
I’-Bande(1600−1700cm-1)einer3gew.-%igenSNase-L¨osunginAnwesenheitdes
makromolekularenCrowdersFicolPM70(30Gew.-%)w¨ahrendderthermischenEnt-
faltungbei1barundpD5.5.Temperaturinduzierte¨Anderungenvon10◦Cbis65◦C
werdendurchdenschwarzenPfeilverdeutlicht.
PM70(30Gew.-%).
EineStabilisierungvonProteineninAnwesenheitvonmakromolekularenCrowdern
wurdeebenfalsf¨urdieProteineRNaseAundLysozymgefunden.[39,160]Hierbeikonn-
teeineErh¨ohungderEntfaltungstemperaturvonRNaseAum5◦CnachZugabedes
makromolekularenCrowdersDextrandetektiertwerden.[39]AuchSasahara, McPhie
undMintonkonntenzeigen,dassdieZugabedesmakromolekularenCrowdersDextran
eineErh¨ohungderEntfaltungstemperaturvonLysozymum3◦Cbewirkt.[160]
DieVan’t-Hoﬀ-Entfaltungsenthalpie∆H◦u,vHistdirektausderSteigungeinerInten-
sit¨atskurveberechenbar.DieBeziehungzwischenderA¨nderungderStandard-Gibbs-
Energie∆G◦uundderGleichgewichtskonstantenKeq,uderProteinentfaltungkanndurch
folgendeGleichungbeschriebenwerden:
∆G◦u=−RTln(Keq,u)=−RTln[(I−If)/(Iu−I)] (4.14)
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Abbildung 4.21: Temperaturabha¨ngige A¨nderung des prozentualen Anteils ausge-
wa¨hlter Sekunda¨rstrukturelemente einer 3 gew.-%igen SNase-Lo¨sung bei 1 bar und pD
5.5.
Im Gleichgewicht der Entfaltung ist ΔG◦u = 0 und somit kann die Entfaltungsentropie
ΔS◦u wie folgt berechnet werden:
ΔS◦u = ΔH
◦
u,vH/Tm (4.15)
Unter Verwendung von Gleichung 4.13 betra¨gt die Van’t-Hoﬀ-Entfaltungsenthalpie
ΔH◦u,vH fu¨r das Protein SNase 275 ± 70 kJ mol-1 in Abwesenheit und 309 ± 60 kJ
mol-1 in Anwesenheit des makromolekularen Crowders Ficoll PM 70 (30 Gew.-%). Die
resultierenden Werte sind innerhalb des experimentellen Fehlers fu¨r beide Bedingun-
gen gleich (ein leicht ho¨herer Wert in Anwesenheit des makromolekularen Crowders
kann eventuell auf den Beitrag von intermolekularen Wechselwirkungen zuru¨ckgefu¨hrt
werden) und stimmen mit den Werten der kalorimetrischen Messungen u¨berein. Der
Quotient der Entfaltungsenthalpie aus kalorimetrischen Messungen ΔH◦u und der Van’t-
Hoﬀ-Entfaltungsenthalpie ΔH◦u,vH aus FT-IR-Messungen beschreibt die Kooperativita¨t
des Proteins. In dieser Studie ergibt sich ein Wert von 1, so dass die SNase hochkoope-
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Abbildung 4.22: Temperaturabha¨ngige A¨nderung des prozentualen Anteils ausge-
wa¨hlter Sekunda¨rstrukturelemente einer 3 gew.-%igen SNase-Lo¨sung in Anwesenheit
des makromolekularen Crowders Ficoll PM 70 (30 Gew.-%) bei 1 bar und pD 5.5.
rativ entfaltet und der Entfaltungsprozess einem 2-Zustands-Modell (f  u) entspricht.
Hierbei wird der entfaltete Zustand als Ensemble der mo¨glichen Konformationen des
entfalteten Zustands angenommen. Die Berechnung der Entfaltungsentropie ΔS◦u nach
Gleichung 4.15 ergibt einen Wert fu¨r das Protein SNase von 854 ± 214 J mol-1 K-1
und 954 ± 214 J mol-1 K-1 in Abwesenheit bzw. Anwesenheit des makromolekularen
Crowders Ficoll PM 70 (30 Gew.-%).
Der Eﬀekt des makromolekularen Crowders Ficoll PM 70 auf die druck-
induzierte Entfaltung des Proteins SNase
Die druckinduzierte Proteinentfaltung in Anwesenheit und Abwesenheit des ma-
kromolekularen Crowders Ficoll PM 70 wurde mit einer Diamantstempelzelle mit-
tels FT-IR-Spektroskopie bei verschiedenen Temperaturen untersucht. Die repra¨sen-
tative Abbildung 4.23 zeigt normierte FT-IR-Spektren im Bereich der Amid-I’-Bande
(1600 − 1700 cm-1) einer 3 gew.-%igen SNase-Lo¨sung in Anwesenheit des makromole-
kularen Crowders Ficoll PM 70 (30 Gew.-%) wa¨hrend der druckinduzierten Entfaltung
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Abbildung4.23:NormierteFT-IR-SpektrenimBereichderAmid-I’-Bande(1600−
1700cm-1)einer3gew.-%igenSNase-L¨osunginAnwesenheitdesmakromolekularen
CrowdersFicolPM70(30Gew.-%)w¨ahrendderdruckinduziertenEntfaltungbei25
◦CundpD5.5.DruckinduzierteA¨nderungenvon1barbis6000barwerdendurchden
schwarzenPfeilverdeutlicht.
bei25◦CundpD5.5.DerschwarzePfeilverdeutlichtdiedruckinduziertenA¨nderungen
von1barbis6000bar.NachBildungder2.Ableitung(Abbildung4.24)wurdendie
auftretendenMinimaf¨urdieZuordnungderverschiedenenSekund¨arstrukturelemente
zudenjeweiligenSubbandenderAmid-I’-BandedesProteinsSNaseverwendet(Tabele
3.1).
DiedreifolgendenAbbildungenzeigendieA¨nderungenderprozentualenAnteileaus-
gew¨ahlterSekund¨arstrukturelementedesProteinsSNasebei25◦CundpD5.5unter
verschiedenenBedingungen.DiedruckinduzierteEntfaltungeiner3gew.-%igenSNase-
L¨osungistinAbbildung4.25dargestelt.EineErh¨ohungderProteinkonzentrationvon
3auf15Gew.-%f¨uhrtzueinerSituation,inderdassogenannte”self-crowding“auf-
tritt(Abbildung4.26),washaupts¨achlichaufdenEﬀektdesAusschlussvolumenszu-
r¨uckzuf¨uhrenist.Zus¨atzlichwirdderEinﬂussderAnwesenheitdesmakromolekularen
CrowdersFicolPM70(30Gew.-%)aufdasProteinSNase(3Gew.-%)inAbbildung
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Abbildung4.24:2.AbleitungdernormiertenFT-IR-SpektrenimBereichderAmid-
I’-Bande(1600−1700cm-1)einer3gew.-%igenSNase-L¨osunginAnwesenheitdes
makromolekularenCrowdersFicolPM70(30Gew.-%)w¨ahrendderdruckinduzierten
Entfaltungbei25◦CundpD5.5.DruckinduzierteA¨nderungenvon1barbis6000bar
werdendurchdenschwarzenPfeilverdeutlicht.
4.27pr¨asentiert.
AnalogzurthermischenEntfaltung(sieheGleichung4.13)kanndersigmoidaleKur-
venverlaufderSekund¨arstrukturanteiledurcheineBoltzmann-Funktionangepasstwer-
den.DiedruckinduzierteEntfaltungkanndurchfolgendeGleichungbeschriebenwer-
den:
I= If−Iu1+e−(p−pu)·(∆V◦u/RT)+Iu (4.16)
DieAuswertungnachGleichung4.16ergibteinenEntfaltungsdruckpuvon2.6kbarf¨ur
eine3gew.-%igeSNase-L¨osungbei25◦CundpD5.5.Inder”self-crowding“-Situation
(15gew.-%igeSNase-L¨osung)wirdeineStabilisierungdesProteinsum0.8kbarvon2.6
kbarauf3.4kbarerreicht.DurchdieZugabedesmakromolekularenCrowdersFicol
PM70(30Gew.-%)steigtderEntfaltungsdruckdesProteinsaufeinen Wertvon4.3
kbar.Einea¨hnlichausgepr¨agteStabilisierungwurdef¨uraleuntersuchtenTempera-
turengefunden(Abbildung4.29).ImVergleichzurthermischenEntfaltungweistdas
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Abbildung 4.25: Druckabha¨ngige A¨nderung des prozentualen Anteils ausgewa¨hlter
Sekunda¨rstrukturelemente einer 3 gew.-%igen SNase-Lo¨sung bei 25 ◦C und pD 5.5.
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Abbildung 4.26: Druckabha¨ngige A¨nderung des prozentualen Anteils ausgewa¨hlter
Sekunda¨rstrukturelemente einer 15 gew.-%igen SNase-Lo¨sung in der sogenannten
”
self-
crowding“-Situation bei 25 ◦C und pD 5.5.
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Abbildung 4.27: Druckabha¨ngige A¨nderung des prozentualen Anteils ausgewa¨hlter
Sekunda¨rstrukturelemente einer 3 gew.-%igen SNase-Lo¨sung in Anwesenheit des ma-
kromolekularen Crowders Ficoll PM 70 (30 Gew.-%) bei 25 ◦C und pD 5.5.
Protein nach der Druckentfaltung ebenfalls a¨hnliche prozentualen Anteile der einzel-
nen Sekunda¨rstrukturelemente in Abwesenheit und Anwesenheit des makromolekularen
Crowders Ficoll PM 70 (30 Gew.-%) auf.
Die A¨nderung des Entfaltungsvolumen ΔV ◦u kann unter Verwendung von Gleichung
4.16 direkt aus der Steigung der Intensita¨tskurve bestimmt werden. Normalerweise
wird die Volumena¨nderung zwischen gefalteten und entfalteten Zustand des Proteins
durch 3 Faktoren beschrieben. [161,162] Der erste Beitrag und gleichzeitig auch der Haupt-
beitrag ist die Behebung von Packungsdefekten im Protein. Hierbei werden Hohlra¨ume
wa¨hrend der Entfaltung mit Wasser gefu¨llt, was schließlich zu einer Reduzierung des
Gesamtvolumens des Proteins fu¨hrt. Elektrostriktion der geladenen und polaren Grup-
pen, die vor der Entfaltung im Proteininneren lokalisiert waren, ist ein weiterer Beitrag
der Volumena¨nderung. Die meisten geladenen Proteinseitenketten des Proteins sind
bereits im gefalteten Zustand an der lo¨sungsmittelzuga¨nglichen Oberﬂa¨che lokalisiert,
so dass dieser Beitrag von geringer Bedeutung ist. Die Exposition von hydrophoben
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Abbildung 4.28: Temperaturabha¨ngigkeit des Entfaltungsvolumen ΔV ◦u des Prote-
ins SNase in Anwesenheit und Abwesenheit des makromolekularen Crowders Ficoll PM
70 (30 Gew.-%).  SNase (3 Gew.-%);  SNase (3 Gew.-%) in Anwesenheit des ma-
kromolekularen Crowders Ficoll PM 70 (30 Gew.-%); × Literaturdaten fu¨r SNase in
Puﬀerlo¨sung. [95,97,98]
Seitenketten aus dem Proteininneren zum Wasser bilden den dritten Beitrag der Volu-
mena¨nderung. In dieser Studie zeigt das Entfaltungsvolumen ΔV ◦u des Proteins SNase
bei der jeweilige Temperatur innerhalb des experimentellen Fehlers a¨hnliche Werte in
Anwesenheit und Abwesenheit des makromolekularen Crowders Ficoll PM 70 (30 Gew.-
%). Abbildung 4.28 stellt einen Vergleich der erhaltenen Werte fu¨r ΔV ◦u als Funktion
der Temperatur mit Literaturdaten dar. [95,97,98]
Resultierendes p,T -Stabilita¨tsdiagramm des Proteins SNase
Abbildung 4.29 stellt das resultierende p,T -Stabilita¨tsdiagramm des Proteins SNa-
se bei pD 5.5 in Abwesenheit und Anwesenheit des makromolekularen Crowders Ficoll
PM 70 (30 Gew.-%) sowie in der
”
self-crowding“-Situation (15 gew.-%ige SNase-Lo¨sung)
dar. Die Anwesenheit des makromolekularen Crowders Ficoll PM 70 (30 Gew.-%) fu¨hrt
zu einer Stabilisierung des Proteins gegenu¨ber der Druckentfaltung von ungefa¨hr 1.8
kbar fu¨r alle untersuchten Temperaturen und zu einer Erho¨hung der Entfaltungstem-
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Abbildung 4.29: p,T -Stabilita¨tsdiagramm des Proteins SNase bei pD 5.5 in Abwesen-
heit und Anwesenheit des makromolekularen Crowders Ficoll PM 70 (30 Gew.-%) sowie
in der
”
self-crowding“-Situation (15 gew.-%ige SNase-Lo¨sung). Die Linien dienen der
optischen Fu¨hrung. SNase (3 Gew.-%);N SNase in der
”
self-crowding“-Situation (15
gew.-%ige SNase-Lo¨sung);  SNase (3 Gew.-%) in Anwesenheit des makromolekularen
Crowders Ficoll PM 70 (30 Gew.-%).
peratur um 1.4 ◦C bei 1 bar. Eine Erho¨hung der Proteinkonzentration fu¨hrt zur
”
self-
crowding“-Situation. Allerdings wurde fu¨r eine 10 gew.-%ige SNase-Lo¨sung keine signi-
fikante Proteinstabilisierung festgestellt. Erst ab einer Konzentration von 15 Gew.-%
wurde eine Erho¨hung der Stabilita¨t gegenu¨ber Druckentfaltung von ungefa¨hr 800 bar
detektiert.
Theoretische Berechnung des p,T -Stabilita¨tsdiagramm des Proteins SNa-
se in Abwesenheit und Anwesenheit von makromolekularen Crowdern
In einem einfachen 2-Zustands-Modell (f 
 u) fu¨r ein Protein ist die A¨nderung der
Gibbs-Energie ∆Gu zwischen dem gefalteten und dem entfalteten Zustand wie folgt
definiert:
∆Gu = Gentfaltet −Ggefaltet (4.17)
Diese Gro¨ße kann mithilfe thermodynamischer Parameter theoretisch na¨herungsweise
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berechnet werden. Eine Taylor-Entwicklung von ΔGu an den Entwicklungsstellen p0
und T0 bis zum zweiten Taylorpolynom liefert Gleichung 4.18. Die Entwicklungspara-
meter sind hierbei der Druck p und die Temperatur T : [37,96]
ΔGu (T, p) = ΔGu,0 −ΔSu · (T − T0) + ΔVu · (p− p0)
− 1
2
ΔCp,u
T
· (T − T0)2 + 1
2
Δκ
′
u · (p− p0)2
+Δα
′
u · (T − T0) (p− p0)
(4.18)
Δ beschreibt hierbei die A¨nderung des entsprechenden Parameters aufgrund der Pro-
teinentfaltung, das heißt, den Wert des gefalteten Zustands subtrahiert von dem des
entfalteten Zustands. κ′ ist die isotherme Kompressibilita¨t, in Gleichung 4.18 deﬁniert
als:
κ′ =
(
∂V
∂p
)
T
= −V κ (4.19)
κ ist der isotherme Kompressibilita¨tskoeﬃzient. Analog wird die thermische Ausdeh-
nung α′ in Gleichung 4.18 wie folgt deﬁniert:
α′ =
(
∂V
∂T
)
p
= −
(
∂S
∂p
)
T
= V α (4.20)
Des Weiteren gilt fu¨r die Wa¨rmekapazita¨t Cp bei konstantem Druck:
Cp =
(
∂H
∂T
)
p
(4.21)
Die Kontur der elliptischen Phasengrenze wird somit durch sechs thermodynamische
Parameter beschrieben, na¨mlich ΔCp,u,ΔVu,,ΔSu,Δκ
′
u,Δα
′
u und die A¨nderung der
Gibbs-Energie durch die Proteinentfaltung im Referenzzustand ΔGu,0. Die partiellen
molaren Gro¨ßen werden hierbei durch die gemessenen thermodynamischen Werte an-
gena¨hert und der partielle molare Wert des Lo¨sungsmittels Wasser wird hier gleich
dem Wert des verwendeten Puﬀers gesetzt. Der Abbruch der Taylor-Entwicklung nach
dem 2. Taylorpolynom vernachla¨ssigt die temperatur- und druckabha¨ngigkeit der Ter-
me ΔCp,u,Δκ
′
u und Δα
′
u. Als Referenzwerte zur Berechnung der Phasengrenzlinie des
reinen Proteins SNase wurden der Atmospha¨rendruck p0 = 1 bar und die entsprechen-
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de Entfaltungstemperatur T0 = Tm = 51
◦C verwendet. Weiterhin wurden folgende
Werte eingesetzt, um die Kontur der Phasengrenzlinie (ΔGu = 0) in Abbildung 4.30
zu berechnen:
ΔHu = 202 kJ mol
-1
ΔCp,u = 5 kJ mol
-1 K-1
ΔVu = −18.8 mL mol-1
Δαu = 0.8 · 10−4 K-1
Δκu = 0.3 · 10−6 bar-1
Diese Werte sind in guter U¨bereinstimmung mit den gemessenen Werten und den Li-
teraturdaten. [96,98,159]
Zur Berechnung der Phasengrenzlinie des Proteins in Anwesenheit des makromolekula-
ren Crowders Ficoll PM 70 (30 Gew.-%) wurden alle verwendeten Parameter konstant
gehalten, bis auf die stark temperaturabha¨ngige Volumena¨nderung der Proteinentfal-
tung. Der eingesetzte Wert von −2 mL mol-1 wurde aus einer Extrapolation der Stei-
gung der Datenpunkte in Abbildung 4.28 auf die Entfaltungstemperatur von SNase in
Anwesenheit des makromolekularen Crowders Ficoll PM 70 (30 Gew.-%) erhalten. [56]
In Abbildung 4.30 wurden die berechneten Phasengrenzlinien aus thermodynamischen
Parametern mit den aus kalorimetrischen und FT-IR-Messungen resultierenden Daten
sowie Literaturdaten zu SNase in reiner Puﬀerlo¨sung u¨berlagert. [96–98,159,163]
Es wird deutlich, dass die experimentellen Messdaten relativ gut durch das verwen-
dete Modell beschrieben werden ko¨nnen. Eine genauere theoretischen Berechnung der
Phasengrenzlinie wu¨rde die Beru¨cksichtigung der Temperatur- und Druckabha¨ngigkeit
der Parameter ΔCp,u,Δκ
′
u und Δα
′
u sowie die Verwendung ho¨herer Taylorpolynome
erzielen. Diese experimentellen Daten sind bisher nicht verfu¨gbar. Jedoch konnte ge-
zeigt werden, dass die temperaturabha¨ngige Volumena¨nderung der Proteinentfaltung
einen entscheidenden Einﬂuss auf die Beschreibung der Phasengrenzlinie des Proteins
in Anwesenheit des makromolekularen Crowders Ficoll PM 70 (30 Gew.-%) hat.
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Abbildung 4.30: U¨berlagerung der berechneten Phasengrenzlinien aus thermodyna-
mischen Parametern fu¨r ΔGu = 0 mit dem resultierenden p, T -Stabilita¨tsdiagramm
aus kalorimetrischen und FT-IR-Messungen sowie aus Literaturdaten zu SNase in rei-
ner Puﬀerlo¨sung. [96–98,159,163]  bzw. × repra¨sentieren die Entfaltung von SNase in
Abwesenheit und  die Entfaltung in Anwesenheit des makromolekularen Crowders
Ficoll PM 70 (30 Gew.-%).
Faltungskinetik des Proteins SNase in Anwesenheit und Abwesenheit
des makromolekularen Crowders Ficoll PM 70
In diesem Teil der Studie wurde die Faltungskinetik des Proteins SNase bei verschie-
denen Temperaturen in Anwesenheit und Abwesenheit des makromolekularen Crowders
Ficoll PM 70 (30 Gew.-%) mittels FT-IR-Spektroskopie untersucht. Zur Bestimmung
der Faltungskinetik des Proteins wurde ein Drucksprung von 6 kbar, wo das Protein
vollsta¨ndig entfaltet vorliegt, auf 1 bar durchgefu¨hrt, und simultan wurde eine zeitab-
ha¨ngige Serienmessung gestartet. Die Anwesenheit von Makromoleku¨len in der unmit-
telbaren Umgebung von Proteinen hat, allein schon aufgrund des Ausschlussvolumens,
einen Einﬂuss auf die Energiehyperﬂa¨che der Proteinfaltung. Dies gilt, wenn die Pro-
teinfaltung zu einer kompakteren Form der Polypeptidketten fu¨hrt. Da Druck direkt
mit einer Volumena¨nderung verknu¨pft ist (Gleichung 4.22), stellt er einen idealen Pa-
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Abbildung 4.31: Zeitabha¨ngige A¨nderung des prozentualen Anteils ausgewa¨hlter Se-
kunda¨rstrukturelemente einer 3 gew.-%igen SNase-Lo¨sung nach einem Drucksprung
von 6 kbar auf 1 bar bei 40 ◦C und pD 5.5.
rameter zum Studium des Einﬂusses von Volumeneﬀekten auf die Faltungskinetik von
Proteinen unter unterschiedlichen Lo¨sungsmittelbedingungen dar.
ΔVu =
(
∂ΔG◦u
∂p
)
T
(4.22)
Die Faltungskinetik von Proteinen wird sehr gut durch die konformative Umvertei-
lung der Sekunda¨rstrukturelemente beschrieben. Die limitierte zeitliche Auﬂo¨sung des
Drucksprungexperiments erlaubt jedoch nur eine Anpassung der Faltungskinetik mit
einer monoexponentiellen Abfallfunktion. Abbildung 4.31 und Abbildung 4.32 zeigen
exemplarisch den zeitliche Verlauf der prozentualen A¨nderung ausgewa¨hlter Sekunda¨r-
strukturelemente des Proteins SNase in Abwesenheit und in Anwesenheit des makro-
molekularen Crowders Ficoll PM 70 (30 Gew.-%) nach Drucksprung bei 40 ◦C und pD
5.5. Aus der Anpassung der Daten resultiert eine Relaxationszeit τ von 0.5 min fu¨r die
Faltung des reinen Proteins SNase. Die Anwesenheit des makromolekularen Crowders
fu¨hrt zu einer enormen Erho¨hung der Relaxationszeit τ von 0.5 auf 1.9 min.
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Abbildung 4.32: Zeitabha¨ngige A¨nderung des prozentualen Anteils ausgewa¨hlter Se-
kunda¨rstrukturelemente einer 3 gew.-%igen SNase-Lo¨sung in Anwesenheit des makro-
molekularen Crowders Ficoll PM 70 (30 Gew.-%) nach einem Drucksprung von 6 kbar
auf 1 bar bei 40 ◦C und pD 5.5.
Zusammenfassend sind in Abbildung 4.33 die Relaxationszeiten τ fu¨r alle untersuch-
ten Temperaturen in Anwesenheit und Abwesenheit des makromolekularen Crowders
Ficoll PM 70 (30 Gew.-%) dargestellt. Ohne makromolekularen Crowder sinkt die Re-
laxationszeit τ des Faltungsprozesses des Proteins SNase von 1.2 min bei 2 ◦C auf
0.5 min bei 40 ◦C, das heißt um einen Faktor von 2.4. Durch die Hinzugabe des ma-
kromolekularen Crowders Ficoll PM 70 (30 Gew.-%) kommt es zu einer drastischen
A¨nderung der Relaxationszeit τ des Faltungsprozesses; beispielsweise resultierte bei 2
◦C eine Zunahme um den Faktor 3.9. Jedoch weist die Temperaturabha¨ngigkeit der
Relaxationszeit ein a¨hnliches Verhalten auf. Bei einer Temperatur von 2 ◦C betra¨gt die
Relaxationszeit 3.9 min und reduziert sich um den Faktor 2.5 auf 4.7 min bei 40 ◦C.
Innerhalb des experimentellen Fehlers kann der Verlauf der Temperaturabha¨ngigkeit
der Relaxationszeit τ des Faltungsprozesses jedoch nicht eindeutig bestimmt werden.
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Abbildung4.33:Temperaturabh¨angigkeitderRelaxationszeitτdesFaltungsprozes-
sesdesProteinsSNase(3Gew.-%)inAnwesenheitundAbwesenheitdesmakromole-
kularenCrowdersFicolPM70(30Gew.-%)nacheinemDrucksprungvon6kbarauf
1bar.
ImAlgemeinenkanndieGeschwindigkeitskonstantekdesEntfaltungs-bzw.Fal-
tungsprozessesdurchfolgendeGleichungbeschriebenwerden:
k=Ae−∆G=/(kBT) (4.23)
∆G= beschreibtdieAktivierungs-Gibbs-Energie,dasheißt,dieDiﬀerenzdeschemi-
schenPotenzialsdesU¨bergangszustandeszumEduktzustand.Aisteinpr¨aexponenti-
elerFaktor,derdurchdieDynamikdesFaltungs-bzw.Entfaltungsprozessesbestimmt
wird.DerHauptbeitragdieserDynamikwirdderDiﬀusionzugeschrieben,wobeiinterne
UmorientierungsdynamikenunddieMikroviskosit¨atdesL¨osungsmittelsvon Wichtig-
keitsind.[164–167]MakromolekularesCrowdingkannsowohl∆G=,dasheißt,dieEner-
giehyperﬂ¨achealsauchAbeeinﬂussen.WennzumBeispielw¨ahrenddesFaltungs-bzw.
EntfaltungsprozesseseinU¨bergangszustandauftritt,indemnureinzelneAminos¨auren
durchMakromolek¨uleabgeschirmtwerden,soltederpr¨aexponentielerFaktorrelativ
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unabha¨ngig von der Einschra¨nkung durch Makromoleku¨le sein. Sollten jedoch Bewe-
gungen auf gro¨ßeren La¨ngenskalen zwischen einzelnen Proteindoma¨nen an der Bildung
des U¨bergangszustand beteiligt sein, muss davon ausgegangen werden, dass die Anwe-
senheit des makromolekularen Crowders die Mikroviskosita¨t und damit den pra¨expo-
nentieller Faktor a¨ndert. Eine A¨nderung der Mikroviskosita¨t ist gleichbedeutend mit
einer A¨nderung des Reibungswiderstands in unmittelbaren Nachbarschaft der Ent-/
Faltungsdoma¨ne. [164–167]
Es wird angenommen, dass der U¨bergangszustand, der wa¨hrend des Faltungsprozes-
ses des Proteins auftritt, eine kompaktere Form annimmt als der entfaltete Zustand.
Die Anwesenheit des makromolekularen Crowders fu¨hrt zu einer Verringerung des ver-
fu¨gbaren Volumens des Proteins (Ausschlussvolumen, siehe Abbildung 4.15), was den
U¨bergangszustand stabilisiert und somit die Faltungsgeschwindigkeit erho¨hen sollte.
Wird also durch makromolekulares Crowding eine Erho¨hung der Faltungsgeschwin-
digkeit bzw. eine kleinere Relaxationszeit beobachtet, kann dieser Eﬀekt auf das Aus-
schlussvolumen zuru¨ckgefu¨hrt werden. Dennoch kann die Kinetik ebenfalls durch dyna-
mische Prozesse beeinﬂusst werden. Eine Vera¨nderung des Reibungswiderstands durch
konformative A¨nderungen wa¨hrend des Faltungsprozesses des Proteins wa¨re denkbar.
Makromolekulare Crowder ko¨nnten in diesen Prozess eingreifen, indem sie die Mikro-
viskosita¨t a¨ndern und somit den translatorischen Diﬀusionskoeﬃzienten des Proteins
verringern. Ein makromolekularer Crowder mit hoher molekularer Masse, wie es Ficoll
PM 70 ist, a¨ndert somit nicht nur die dynamische Viskosita¨t sondern auch die Mikro-
viskosita¨t der Proteinumgebung und hat daher Einﬂuss auf den Faltungsprozess. Vor
allem durch eine Sto¨rung der zugrundeliegenden Dynamik der Polypeptidketten. So-
mit ist die Abha¨ngigkeit der Faltungsgeschwindigkeit von der Mikroviskosita¨t auf die
Polypeptidkettendiﬀusion zur Ausbildung stabilisierender nativer Kontakte zuru¨ckzu-
fu¨hren.
Die dynamische Viskosita¨t einer 30 gew.-%igen Ficolllo¨sung (428.6 mg mL-1) ist 28 mal
gro¨ßer als die von reinem Wasser (siehe Amersham Biosciences, data ﬁle 18-1158-27
AA, 2001-11). Die Viskosita¨t, die fu¨r die Diﬀusion von Proteinen durch ein poro¨ses
Netzwerk von makromolekularen Crowdermoleku¨len bestimmt wird, ist jedoch signi-
ﬁkant kleiner als die dynamische Viskosita¨t des Lo¨sungsmittels. Somit ist es wichtig,
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die Mikroviskosita¨t des makromolekularen Crowders zu kennen, um den Eﬀekt auf
die Faltungsgeschwindigkeit eines Proteins zu verstehen. Die Mikroviskosita¨t des Lo¨-
sungsmittels ist umgekehrt proportional zum translatorischen Diﬀusionskoeﬃzienten
und kann aus Diﬀusionsmessungen von Proteinen mit verschiedenen Gro¨ßen mittels
der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (engl.: ﬂuorescence correlation spectroscopy;
FCS) bestimmt werden. [167,168] Diese Messungen zeigten, dass die Mikroviskosita¨t von
Ficoll PM 70 nur um einen Faktor 4-6 gro¨ßer ist als die von reinem Wasser. [167]
Ist der gemessene Diﬀusionskoeﬃzient des Proteins in Anwesenheit des makromole-
kularen Crowder in derselben Gro¨ßenordnung wie der in reinem Wasser, kann davon
ausgegangen werden, dass die diﬀundierenden Partikel eine ku¨rzere Distanz zuru¨ckle-
gen als die Porengro¨ße des Polymernetzwerks aufweist. Das heißt, das Protein kommt
kaum in Kontakt mit den Polymerketten des makromolekularen Crowders. Dies gilt bei-
spielsweise fu¨r die Bildung von α-Helices, aber nicht fu¨r die Bildung von β-Faltbla¨ttern,
denn diese beno¨tigen eine relativ großra¨umige Polypeptidkettendiﬀusion zur Faltung.
Ein anderes Szenario tritt bei der Verwendung kleiner Crowdermoleku¨le, wie beispiels-
weise Glukose oder Xylose, auf. Die resultierende Viskosita¨t des Lo¨sungsmittels ist
mikroskopisch homogen und der erho¨hte Reibungswiderstand ist selbst fu¨r kleinste
La¨ngenskalen signiﬁkant. [167,169] Das verwendete Protein SNase ist ein αβ-Protein, so
dass davon auszugehen ist, dass großra¨umige Polypeptidkettendiﬀusion wa¨hrend des
Entfaltungs- bzw. Faltungsprozesses auftritt. Aus diesem Grund kann der Eﬀekt der
Viskosita¨t auf die Proteinfaltung und -entfaltung nicht vernachla¨ssigt werden. Somit
muss Gleichung 4.23 durch die hydrodynamische Na¨herung der Kramers-Gleichung er-
setzt werden: [166,167]
k =
A
η (T )β
e−ΔG
=/(kBT ) (4.24)
η (T ) ist die eﬀektive Viskosita¨t des Lo¨sungsmittels bei der Temperatur T . β ist in
den meisten Fa¨llen gleich eins. Alle anderen Variablen sind analog zu denen in Glei-
chung 4.23 deﬁniert. Somit kann in Anwesenheit von makromolekularen Crowdern die
Geschwindigkeitskonstante k durch A¨nderung von η, ΔG = oder beiden Parametern be-
einﬂusst werden. Fu¨r das Verha¨ltnis der Geschwindigkeitskonstanten der Proteinfaltung
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in Abwesenheit kof und in Anwesenheit k
c
f des makromolekularen Crowders resultiert:
kcf
kof
=
(
ηo
ηc
)β
e−ΔΔG
=
f /(kBT ) (4.25)
mit ΔΔG =f = ΔG
=
f,c −ΔG =f,o. Wenn der Quotient ηo/ηc bekannt ist, ist es mo¨glich, die
thermodynamischen und dynamischen Beitra¨ge des makromolekularen Crowdings zur
Faltung des Proteins zu separieren. Die Ergebnisse der Messung der Faltungskinetik
des Proteins SNase zeigen eine Abnahme der Faltungsgeschwindigkeit (kf ≈ 1/τ) um
einen Faktor von ungefa¨hr 4 in der Anwesenheit des makromolekularen Crowders Ficoll
PM 70 (30 Gew.-%). Dieser Wert ist in derselben Gro¨ßenordnung wie der aus FCS-
Messungen abgescha¨tzte Wert der Zunahme der Mikroviskosita¨t durch die Anwesenheit
des makromolekularen Crowders. Des Weiteren steigt die Faltungsgeschwindigkeit in
einem Temperaturintervall von 2 ◦C bis 40 ◦C um einen Faktor von 2.5 an. Im Ver-
gleich hierzu fa¨llt die dynamische Viskosita¨t von D2O in diesem Temperaturbereich
um einen Faktor von 2.5 ab. Na¨mlich von 2.45 · 10−3 Pa s bei 2 ◦C auf 0.96 · 10−3 Pa
s bei 40 ◦C. [170] Somit kann die Erho¨hung der Faltungsgeschwindigkeit mit steigender
Temperatur hauptsa¨chlich mit der temperaturabha¨ngigen A¨nderung der dynamischen
Viskosita¨t des Lo¨sungsmittels beschrieben werden.
Insgesamt kann die vera¨nderte Faltungskinetik des Proteins SNase in Anwesenheit des
makromolekularen Crowders Ficoll PM 70 (30 Gew.-%) auf die lo¨sungsmittelbeding-
te A¨nderung der Dynamik der Polypeptidketten zuru¨ckgefu¨hrt werden. Unter Ver-
wendung von Gleichung 4.25 und den Verha¨ltnissen kcf /k
o
f = 1/4 und ηo/ηc = 1/5
errechnet sich ΔΔG =f zu 0.55 kJ mol
-1 bei 20 ◦C fu¨r den Faltungsprozess des Prote-
ins SNase in Anwesenheit des makromolekularen Crowders Ficoll PM 70 (30 Gew.-%).
Die verringerte Faltungsgeschwindigkeit kann durch kurzzeitige Wechselwirkungen zwi-
schen den Polypeptidketten und den hoch dynamischen Polymerketten des makromo-
lekularen Crowders beschrieben werden, wodurch eine spontane Faltung des Proteins
behindert wird und die Rauigkeit der Energiehyperﬂa¨che zunimmt. Eine Erho¨hung
der Temperatur fu¨hrt zu einer ho¨heren Dynamik des Polymernetzwerks, so dass der
U¨bergangszustand der Proteinfaltung leichter realisiert werden kann, da die genannten
Wechselwirkungen geringer werden.
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4.3 Einﬂuss des doppelt-lipidierten N-Ras-Proteins auf
das drucksensitive Verhalten der
Modellbiomembran DOPC
Die durchgefu¨hrte Studie gibt einen ersten strukturellen Einblick in den Einbau des
Proteins N-Ras mit zwei hydrophoben Ankerkettenmotiven (Hexadecyl/Farnesyl) in
eine Lipiddoppelschicht. Hierzu wurde das Phospholipid DOPC auf ein festes Tra¨ger-
material adsorbiert und das Protein in Lo¨sung u¨ber die Lipiddoppelschicht gegeben.
Vorangegangene Arbeiten zeigten, dass sich N-Ras mit zwei hydrophoben Ankern be-
vorzugt in die ﬂu¨ssig-ungeordnete Phase ld einer ”
raft“-Membran einbaut, [60] daher
wurde das Phospholipid DOPC (Tm = −17 ◦C) fu¨r dieses Experiment verwendet. Zu-
sa¨tzlich wurde der Einﬂuss von hohen hydrostatischen Dru¨cken bis 1500 bar auf das
zu untersuchende System getestet. Zur Charakterisierung der Lipiddoppelschicht in
Anwesenheit und Abwesenheit des Proteins wurden die Neutronenreﬂektometrie (NR)
und die interne Totalreﬂexionsﬂuoreszenzspektroskopie (TIRF) verwendet.
Die resultierenden Streula¨ngendichteproﬁle der Neutronenreﬂektometrie zeigen, dass
der Einbau der zwei hydrophoben Ankerketten des Proteins zu einer gro¨ßeren Plana-
rita¨t der Lipiddoppelschicht fu¨hrt und somit zu einer weniger diﬀusen polar/unpolar-
Grenzschicht. Eine Versta¨rkung dieses Eﬀektes wird durch die Applikation von hohen
hydrostatischen Dru¨cken erzielt. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den resultie-
renden GP -Werten der TIRF-Messungen. Zusa¨tzlich konnte die TIRF-Spektroskopie
verdeutlichen, dass der Adsorptionsgrad des Proteins u¨ber den kompletten Druckbe-
reich konstant bleibt.
Neutronenreﬂektivita¨tsuntersuchungen der Modellbiomembran DOPC
in Anwesenheit und Abwesenheit des Proteins N-Ras HD/Far bei ver-
schiedenen Dru¨cken und 25 ◦C
Das durchgefu¨hrte Hochdruck-Neutronenreﬂektivita¨tsexperiment wurde am Reﬂek-
tometer Refsans der Forschungs-Neutronenquelle Heinz Maier-Leibnitz durchgefu¨hrt.
Die Abbildungen 4.34 und 4.35 zeigen die Neutronenreﬂektivita¨tskurven der DOPC-
Doppelschicht an der Silizium/Wasser-Grenzﬂa¨che vor und nach Zugabe des Prote-
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Abbildung 4.34: Neutronenreﬂektivita¨tskurven der Grenzﬂa¨che Si/SiO2/DOPC-
Doppelschicht/Puﬀerlo¨sung bei verschiedenen Dru¨cken und 25 ◦C. Die Symbole be-
schreiben die experimentellen Daten und die Linien die Anpassung des Schichtmodells.
Die Messung der Kurven erfolgte sukzessive mit steigendem Druck. Die vertikale Ver-
schiebung der Kurven dient der besseren U¨bersicht.
ins N-Ras HD/Far bei 25 ◦C und verschiedenen Dru¨cken. Nach Charakterisierung
der reinen DOPC-Doppelschicht bei verschiedenen Dru¨cken wurde das Protein N-Ras
HD/Far mit einer Konzentration von 0.01 mg mL-1 fu¨r 2 h bei 25 ◦C mit der DOPC-
Doppelschicht in Kontakt gebracht. Die Punkte stellen die experimentellen Daten dar,
und die Linien sind das Ergebnis der Datenanpassung mit der Rekursionsmethode nach
L. G. Parratt (siehe Abschnitt 3.1). [110] Als physikalisch sinnvolles Anpassungsmodell
fu¨r die Lipiddoppelschicht wurde ein Drei-Schicht-Modell verwendet, bestehend aus
hydrophiler Kopfgruppe-hydrophober Kettenregion-hydrophiler Kopfgruppe.
Bei der Anpassung der experimentellen Daten wurde folgende iterative Vorgehens-
weise verwendet. Die Streula¨ngendichten fu¨r Silizium und Siliziumdioxid wurden un-
ter Verwendung des Streula¨ngendichterechners des NIST (http://www.ncnr.nist.gov/
resources/sldcalc.html; Stand: 09.02.2014) ermittelt und konstant gehalten. Die Streu-
la¨ngendichte des Lo¨sungsmittels wurde fu¨r jeden Druck aus dem kritischen Winkel be-
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Abbildung 4.35: Neutronenreﬂektivita¨tskurven der Grenzﬂa¨che Si/SiO2/DOPC-
Doppelschicht/Proteinlo¨sung bei verschiedenen Dru¨cken und 25 ◦C. Das Protein N-
Ras HD/Far wurde mit einer Konzentration 0.01 mg mL-1 fu¨r 2 h bei 25 ◦C mit der
DOPC-Doppelschicht in Kontakt gebracht. Die Symbole beschreiben die experimentel-
len Daten und die Linien die Anpassung des Schichtmodells. Die Messung der Kurven
erfolgte sukzessive mit steigendem Druck. Die vertikale Verschiebung der Kurven dient
der besseren U¨bersicht.
stimmt und in anschließenden Anpassungen konstant gehalten. Die Schichtdicken des
Siliziumdioxids sowie der Kopfgruppen wurde durch intensives Austesten verschiedener
Schicht-Modelle zu 16 A˚ bzw. 7 A˚ bestimmt und in der endgu¨ltigen Anpassung kon-
stant gehalten. Diese Werte sind in guter U¨bereinstimmung mit Literaturwerten. [102,171]
Aufgrund der geringen Filmdicke resultierte im zuga¨nglichen Q-Bereich lediglich eine
ausgepra¨gte Kiessig-Oszillation. [172] Infolgedessen wurde zur Anpassung ein sehr einfa-
ches Drei-Schicht-Modell (Kopfgruppe-Ketten-Kopfgruppe) verwendet, wodurch mo¨g-
lichst wenig Anpassungsparameter variiert werden mussten. Die Streula¨ngendichte der
Kopfgruppenregion wurde schrittweise um 0.5 · 10−6 A˚-2 gea¨ndert, und die Werte fu¨r
die Streula¨ngendichte und die Schichtdicke der Kettenregion wurden jeweils durch die
Anpassung ermittelt.
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Tabelle 4.1: Ergebnisse der Anpassung eines einfachen Schichtmodells
(Si/SiO2/Kopfgruppe/Kettenregion/Kopfgruppe/D2O) an die gemessenen Reﬂektivi-
ta¨tskurven der DOPC-Doppelschicht auf einer Siliziumoberﬂa¨che in Abwesenheit des
Proteins N-Ras HD/Far (c = 0.01 mg mL-1) als Funktion des Drucks bei 25 ◦C.
DOPC- 115 bar 500 bar 1000 bar 1500 bar
Schicht d(a) ρ(b) d(a) ρ(b) d(a) ρ(b) d(a) ρ(b)
Si ∞ 2.07 ∞ 2.07 ∞ 2.07 ∞ 2.07
SiO2 16.00 3.48 16.00 3.48 16.00 3.48 16.00 3.48
Kopfgruppe 7.00 1.50 7.00 2.50 7.00 3.00 7.00 3.00
Kettenregion 27.95 1.03 31.31 0.52 31.52 0.24 31.61 0.26
Kopfgruppe 7.00 1.50 7.00 2.50 7.00 3.00 7.00 3.00
D2O ∞ 6.52 ∞ 6.59 ∞ 6.79 ∞ 6.79
(a)Schichtdicke d in A˚; (b)Streula¨ngendichte ρ in 10−6 A˚-2
Tabelle 4.2: Ergebnisse der Anpassung eines einfachen Schichtmodells
(Si/SiO2/Kopfgruppe/Kettenregion/Kopfgruppe/D2O) an die gemessenen Reﬂektivi-
ta¨tskurven der DOPC-Doppelschicht auf einer Siliziumoberﬂa¨che in Anwesenheit des
Proteins N-Ras HD/Far (c = 0.01 mg mL-1) als Funktion des Drucks bei 25 ◦C.
DOPC/N-Ras- 115 bar 500 bar 1000 bar 1500 bar
Schicht d(a) ρ(b) d(a) ρ(b) d(a) ρ(b) d(a) ρ(b)
Si ∞ 2.07 ∞ 2.07 ∞ 2.07 ∞ 2.07
SiO2 16.00 3.48 16.00 3.48 16.00 3.48 16.00 3.48
Kopfgruppe 7.00 2.50 7.00 4.00 7.00 4.50 7.00 5.50
Kettenregion 27.65 0.68 29.50 0.77 31.28 0.87 32.53 0.90
Kopfgruppe 7.00 2.50 7.00 4.00 7.00 4.50 7.00 5.50
D2O ∞ 6.52 ∞ 6.64 ∞ 6.79 ∞ 6.70
(a)Schichtdicke d in A˚; (b)Streula¨ngendichte ρ in 10−6 A˚-2
Die resultierenden Strukturparameter Schichtdicken d und Streula¨ngendichten ρ der
Lipiddoppelschicht mit und ohne Protein sind in Tabelle 4.1 und 4.2 zusammengefasst.
Aus den angepassten Strukturparametern resultieren die Streula¨ngendichteproﬁle fu¨r
die DOPC-Doppelschicht vor (Abbildung 4.36) und nach (Abbildung 4.37) Zugabe des
Proteins N-Ras HD/Far fu¨r die verschiedenen Dru¨cke bei 25 ◦C.
Das verwendete Drei-Schicht-Modell zeigt fu¨r das Streula¨ngendichteproﬁl in der Ket-
tenregion eine Abnahme der Streula¨ngendichte (SLD) bei gleichzeitiger Zunahme der
Schichtdicke mit Druckerho¨hung. Ebenfalls erho¨ht sich die SLD in der Kopfgruppen-
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Abbildung 4.36: Resultierendes Streula¨ngendichteproﬁl der Si/SiO2/DOPC-
Doppelschicht/Puﬀerlo¨sung-Grenzﬂa¨che aus der Anpassung der Neutronenreﬂektivi-
ta¨tskurven mit einem einfachen Schichtmodell bei verschiedenen Dru¨cken und 25 ◦C.
region. Dieser Trend ist damit zu erkla¨ren, dass der Druck die Ordnung sowie die
Homogenita¨t der Lipiddoppelschicht erho¨ht und es somit zu einer weniger diﬀusen
polar/unpolar-Grenzschicht kommt. Zudem wird eine gestrecktere Form (mehr all-
trans-Konformationen) der Ketten durch Druck induziert, was zu einer Zunahme der
Kettenschichtdicke von 27.95 A˚ bei 115 bar auf 31.64 A˚ bei 1500 bar fu¨hrt. Nach Druck-
entlastung und Zugabe des Proteins verringert sich die Kettenla¨nge wieder auf 27.65 A˚,
so dass die Streckung der Ketten als reversibel angenommen werden kann. Zusa¨tzlich
erzeugt die Zugabe des Proteins N-Ras HD/Far eine Erho¨hung der SLD in der Kopf-
gruppenregion. Diese Erho¨hung wird mit steigendem Druck immer ausgepra¨gter. Die
etwas geringere SLD der Kettenregion bei 115 bar in Anwesenheit von N-Ras HD/Far
im Vergleich zur SLD in Abwesenheit (Tabelle 4.1 und 4.2) kann auf den vorangegange-
nen Druckzyklus zuru¨ckgefu¨hrt werden. Im Gegensatz zur Lipidmembran ohne N-Ras
HD/Far nimmt die SLD im Kettenbereich in Anwesenheit des Proteins durch Druck
ein wenig zu.
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Abbildung 4.37: Resultierendes Streula¨ngendichteproﬁl der Si/SiO2/DOPC-
Doppelschicht/Proteinlo¨sung-Grenzﬂa¨che aus der Anpassung der Neutronenreﬂektivi-
ta¨tskurven mit einem einfachen Schichtmodell bei verschiedenen Dru¨cken und 25 ◦C.
Die Konzentration der Proteinlo¨sung N-Ras HD/Far betrug 0.01 mg mL-1.
Schließlich soll Abbildung 4.38 den Unterschied zwischen den Reﬂektivita¨tskurven mit
und ohne Protein beim jeweiligen Druck verdeutlichen und somit die Aussagekraft der
beschriebenen Ergebnisse unterstreichen. Je ho¨her der applizierte Druck, desto gro¨ßer
sind die Unterschiede zwischen den beiden betrachteten Proben. Diesen Trend spiegeln
auch die SLD-Proﬁle wider.
In einem a¨hnlichen Experiment von Bringezu et al. wurde der Einbau des Proteins
N-Ras Pal/Far in die Lipidmonoschicht des Phospholipids 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-
3-phosphocholin (DPPC) an der Wasser/Luft-Grenzﬂa¨che mittels Ro¨ntgenreﬂektome-
trie und Ro¨ntgendiﬀraktometrie mit streifendem Einfall (engl.: grazing incidence X-
ray diﬀraction; GIXD) untersucht. [173] Ein Vergleich der Experimente ist nur bedingt
mo¨glich, da das Phospholipid DPPC in dieser Studie lediglich als Lipidmonoschicht
vorlag wa¨hrend in dieser Studie eine DOPC-Lipiddoppelschicht untersucht wurde. Al-
lerdings konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass der Einbau des Proteins den
Spreitungsdruck der Lipidmonoschicht leicht erho¨ht, ohne dabei den Neigungswinkel
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Abbildung 4.38: Direkter Vergleich der Neutronenreﬂektivita¨tskurven der
Si/SiO2/DOPC-Doppelschicht/Puﬀerlo¨sung-Grenzﬂa¨che in Abwesenheit (115 bar: ;
500 bar: ; 1000 bar: ; 1500 bar: ) und in Anwesenheit () des Proteins N-Ras
HD/Far bei verschiedenen Dru¨cken und 25 ◦C. Die Symbole beschreiben die experi-
mentellen Daten.
oder die Struktur der Lipidmoleku¨le an der Wasser/Luft-Grenzﬂa¨che zu a¨ndern. Den-
noch wurde eine Vera¨nderung des Streula¨ngendichteproﬁls in Anwesenheit des Protein
N-Ras Pal/Far gefunden. Huster et al. verwendete ebenfalls die Neutronenreﬂektome-
trie zur Aufkla¨rung des Insertionsverhaltens der hydrophoben Ankermotive. [174] Diese
Arbeitsgruppe studierte den Einbau von N-Ras Pal/HD und HD-d33/HD-d33 in ei-
ne Lipidmultischicht an der Quarz/Luft-Grenzﬂa¨che bei 98 % Luftfeuchtigkeit. 1,2-
Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DMPC), das bei 30 ◦C in der ﬂuiden Phase
vorliegt, diente dabei als Lipidmembran. Das resultierende SLD-Proﬁl wurde aus we-
nigen Bragg-Reﬂexen berechnet und besitzt daher keine hohe Auﬂo¨sung. Allerdings
konnte der Einbau von lipidierten N-Ras-Proteinen in die Lipidmembran nachgewiesen
werden. Mittels Kontrastvariation wurde gefunden, dass die hydrophoben Ankermotive
des Proteins im hydrophoben Teil der Lipidmembran vorliegen.
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Untersuchung der Modellbiomembran DOPC in Anwesenheit und Ab-
wesenheit des Proteins N-Ras HD/Far mittels interner Totalreﬂexions-
ﬂuoreszenzspektroskopie (TIRF) bei verschiedenen Dru¨cken und 25 ◦C
Um die aus den HP-NR-Daten erhaltenen Schlussfolgerungen zu besta¨tigen, wurden
analoge HP-TIRF-Messungen durchgefu¨hrt. Zuerst wurde die DOPC-Doppelschicht
durch Zugabe des extrinsischen Fluorophors LAURDAN in einem Druckbereich von
100 bar bis 2000 bar und einer Temperatur von 25  C charakterisiert. Hierzu wurde der
GP -Wert (engl.: generalized polarization) bestimmt. Anschließend wurde das Protein
N-Ras HD/Far, das mit dem Fluorophor BODIPY markiert wurde, u¨ber die Lipid-
membran gespu¨lt. Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde wurde die LAURDAN-
und BODIPY-Fluoreszenz bestimmt. Bei der Anregung der LAURDAN-Fluoreszenz
mit einer Wellenla¨nge von 350 nm konnte jedoch keine charakteristische LAURDAN-
Fluoreszenzbande im Bereich von 390 nm bis 600 nm detektiert werden. Dagegen konnte
eine stark ausgepra¨gte BODIPY-Fluoreszenzbande mit einem Intensita¨tsmaximum bei
520 nm detektiert werden. Da die Anregungswellenla¨nge von BODIPY bei 480 nm
mit der Bande der LAURDAN-Fluoreszenz von 400 nm bis 550 nm u¨berlappt, ist das
Ausbleiben der LAURDAN-Fluoreszenz auf einen Resonanzenergietransfer (FRET) zu-
ru¨ckzufu¨hren (Abbildung 4.39).
Somit wurde zur Charakterisierung der Lipidmembran in Anwesenheit des Proteins
nicht ﬂuoreszenzmarkiertes N-Ras HD/Far verwendet. Die Abbildungen 4.40 und 4.41
zeigen die druckabha¨ngigen TIRF-Spektren einer DOPC-Doppelschicht in Abwesenheit
bzw. Anwesenheit des Proteins bei 25 ◦C und Dru¨cken bis 2000 bar.
Eine A¨nderung der Fluorophorumgebung von apolar nach polar fu¨hrt zu einer batho-
chromen Verschiebung der LAURDAN-Fluoreszenz. LAURDAN fungiert somit als Indi-
kator zur Bestimmung der molekularen Packungsdichte in Lipiddoppelschichten. [136,175]
Eine weniger dichte Packung ermo¨glicht Wassermoleku¨len in die Kopfgruppenregion der
Lipidmoleku¨le einzudringen und erzeugt somit eine polarere Fluorophorumgebung. Die
hierdurch erzeugte bathochrome Verschiebung kann durch den GP -Wert quantiﬁziert
werden: [175,176]
GP =
Iblau − Irot
Iblau + Irot
(4.26)
Fu¨r den Fluorophor LAURDAN ist Iblau die Intensita¨t der Fluoreszenz bei 440 nm
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Abbildung4.39:TIRF-SpektrumderDOPC-DoppelschichtmiteingebautemProtein
N-RasHD/Far(c=0.01mgmL-1)anderQuarz/Puﬀer-Grenzﬂ¨achebei100barund
25◦C.DieLipidmembranwurdemitdemextrinsischenFluorphorLAURDAN(Mi-
schungsverh¨altnis1:50)unddasProteinN-RasHD/FarmitdemFluorophorBODIPY
(Mischungsverh¨altnis1:2)markiert.DieAnregungswelenl¨angebetrug350nm.
undIrotdieIntensit¨atderFluoreszenzbei490nm.DieGP-Wertederadsorbierten
DOPC-DoppelschichtinAnwesenheitundAbwesenheitdesProteinsN-RasHD/Far
werdeninAbh¨angigkeitdesDrucksinAbbildung4.42dargestelt.
DOPC(Tm =−17◦Cbei1bar)beﬁndetsichbei25◦CimuntersuchtenDruckbe-
reich(bis2000bar)inderﬂuidenPhase.TrotzdemkonnteeinAnstiegdesGP-Wertes
mitsteigendemDruckdetektiertwerden.Diesistaufeineverst¨arkteAusrichtung
(mehrtrans-Konformationen)derhydrophobenKetteninnerhalbLipiddoppelschicht
zur¨uckzuf¨uhren.DieLipidmembrannimmtsomiteinedichterePackunganunddie
HydratisierungderKopfgruppenimmtab.DerEinbauderAnkerkettendesProteins
indieLipiddoppelschichtzeigtbeikleinenDr¨uckeneinengr¨oßerenGP-Wert.Diehy-
drophobenAnkerkettenverschiebenoﬀenbardasGleichgewichtzwischentrans-und
gauche-KonformerenaufdieSeitedertrans-Konformere.Jedochistanzumerken,dass
dieA¨nderungdesGP-WertesmitzunehmendenDruckinAnwesenheitdesProteins
ErgebnisseundDiskussion 105
400 450 500 550 6000.0
0.2
0.4
0.6 p
I(
) / 
a.u
.
 / nm
p  
Abbildung4.40:NormierteTIRF-SpektreneinerDOPC-Doppelschichtadsorbiertan
derQuarz/Puﬀer-Grenzﬂ¨acheinderAbwesenheitdesProteinsN-RasHD/Farbei25
◦CundDr¨uckenbis2000bar(Schrittweite:250bar).DieLipidmembranwarmitdem
FluorophorLAURDAN(Mischungsverh¨altnis1:50)markiert.DieAnregungswelenl¨an-
gebetrug350nm.DieschwarzenPfeileverdeutlichendiedruckabh¨angigenIntensit¨ats-
a¨nderungenbeieiner Welenl¨angevon440bzw.490nm.
etwasgeringerist.DerdruckinduzierteAnstiegdesGP-Wertes(Abbildung4.42)steht
imEinklangmitdendruckinduzierten¨AnderungenderStreul¨angendichteproﬁleder
DOPC-Lipidmembran(Abbildungen4.36und4.37).DurchDruckwerdendieLipidket-
tendichtergepackt(wenigergauche-Konformere),wodurchauchdieLipidkopfgruppen
sichdichtundnahederpolar/unpolar-Grenzﬂ¨acheanordnen.DieBewegungeneinzel-
nerLipidmolek¨ulesenkrechtzudieserEbenewerdeneingeschr¨ankt.Einerseitswird
hierdurchdieHydratisierungderKopfgruppenvermindert(GP-Wertsteigt),anderer-
seitsversch¨arftsichderKopfgruppen-PeakimStreul¨angendichteproﬁl.BeideEﬀekte
sindinAnwesenheitdesProteinsst¨arkerausgepr¨agt.N-RasHD/Farbewirktoﬀenbar
einedichterePackungundGl¨attungderDOPC-Lipidmembran.
Zus¨atzlichwurdedieFluoreszenzbandedesBODIPY-markiertenN-RasHD/Fardruck-
abh¨angigbis2000barbei25◦Cvermessen.DieseMessreiheerfolgteinAbwesenheitdes
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Abbildung4.41:NormierteTIRF-SpektreneinerDOPC-Doppelschichtadsorbiertan
derQuarz/Puﬀer-Grenzﬂ¨acheinderAnwesenheitdesProteinsN-RasHD/Far(c=0.01
mgmL-1)bei25◦CundDr¨uckenbis2000bar(Schrittweite:250bar).DieLipidmem-
branistmitdemFluorophorLAURDAN(Mischungsverh¨altnis1:50)markiert.Die
Anregungswelenl¨angebetrug350nm.DieschwarzenPfeileverdeutlichendiedruckab-
h¨angigenIntensit¨ats¨anderungenbeieiner Welenl¨angevon440bzw.490nm.
FluorophorsLAURDAN,umeinenEnergieaustauschderFluorophoreauszuschließen.
Diedruckabh¨angigenTIRF-SpektreninAbbildung4.43zeigendeutlich,dasskeinesi-
gniﬁkanteA¨nderungderFluoreszenzintenstit¨atimuntersuchtenDruckbereichauftritt.
Diesbedeutet,dassderAdsorptionsgraddesProteinsanderDOPC-Doppelschichtim
untersuchtenDruckbereichbis2000barkonstantist.
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Abbildung4.42:Druckabh¨angigeGP-WertederadsorbiertenDOPC-Doppelschicht
inAbwesenheit()undAnwesenheit( )desProteinsN-RasHD/Far(c=0.01mg
mL-1)bei25◦
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Abbildung4.43: Druckabh¨angigeTIRF-SpektrendesBODIPY-markiertenN-Ras
HD/Far(c=0.01mgmL-1)bei25◦C.DasProteinverf¨ugteu¨berzweiLipidkettenan-
kermotive,dieindieadsorbierteDOPC-Doppelschichtinkorporieren.DasMischungs-
verh¨altniszwischenProteinunddemFluorophorBODIPYbetrug2:1.DieAnregung
erfolgtemiteiner Welenl¨angevon480nm.
108 Ergebnisse und Diskussion
4.4 Strukturelle Charakterisierung der Lipidmembran
von Archaeen
Die strukturelle Charakterisierung der Lipidmembran von Archaeen an der Flu¨ssig/Fest-
Grenzﬂa¨che mittels Hochdruck-Neutronenreﬂektometrie ist Teil einer Studie zur Auf-
kla¨rung der physikalischen Eigenschaften dieses speziellen Lipidtyps.‡ Bevor in diesem
Kapitel auf die Messungen der Neutronenreﬂektivita¨t eingegangen wird, werden die
wesentlichen Ergebnisse der Gesamtstudie kurz zusammengefasst:
Die polare Lipidfraktion E (engl.: polar lipid fraction E; PLFE) entha¨lt den gro¨ßten
Anteil an bipolaren Tetraetherlipiden in dem thermoacidophilen Archaeon Sulfolobus
acidocaldarius. Mittels dynamischer Diﬀerenzkalorimetrie und Druck-Perturbations-
Kalorimetrie sowie Ultraschallgeschwindigkeits- und Dichtemessungen wurde herausge-
funden, dass die Kompressibilita¨t und die Volumenﬂuktuationen von PLFE-Liposomen
abha¨ngig von der Wachstumstemperatur Tg der Zellen sind. Die Werte der Kompres-
sibilita¨t und Volumenﬂuktuationen von PLFE-Liposomen sind zum einen erheblich
unterschiedlich von denen, die fu¨r Diesterlipidmembranen, wie beispielsweise DPPC,
bekannt sind, und zum anderen sind die Unterschiede der resultierenden Werte fu¨r die
getesteten Wachstumstemperaturen von 68, 76, und 81 ◦C klein, aber signiﬁkant. Die
geringste Kompressibilita¨t und die dichtest-gepackte PLFE-Lipidmembran wurde bei
einer Wachstumstemperatur von 76 ◦C gefunden. Diese Temperatur liegt exakt im Be-
reich der optimalen Wachstumstemperaturen (75 − 80 ◦C) der Zellen. Es ist bekannt,
dass eine geringere Wachstumstemperatur zu einer kleineren Anzahl an Cyclopent-
anringen in den hydrophoben Alkylketten eines bipolaren Tetraetherlipids fu¨hrt. Die
resultierenden Daten dieser Studie erlauben die Schlussfolgerung, dass die Packungs-
dichte der Lipidmembran innerhalb des PLFE-Liposoms in einem nicht-linearen Zusam-
menhang mit der Anzahl der Cyclopentanringe variiert. Die ho¨chste Packungsdichte der
Lipidmembran resultiert aus bipolaren Tetraetherlipiden, die bei optimalen Wachstum-
stemperaturen entstehen. Die durchgefu¨hrten Neutronenreﬂektivita¨tsmessungen einer
PLFE-Lipidmembran (Tg = 80
◦C), die an der Silizium/D2O-Grenzﬂa¨che gespreitet
‡Die komplette Studie inklusive der in diesem Kapitel vorgestellten Ergebnisse wurde in Referenz [177]
publiziert.
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wurde, zeigen den Einﬂuss von hohen hydrostatischen Dru¨cken auf die Schichtdicke d
und die Neutronenstreula¨ngendichte ρn der Lipidmembran. Beide untersuchten Para-
meter wiesen bei einer Temperatur von 55 ◦C und Dru¨cken bis 1800 bar keine großen
A¨nderungen auf. Das nahezu druckunabha¨ngige Verhalten der PLFE-Lipidmembran
weist nur auf kleine A¨nderungen der Schichtdicke der hydrophoben Kettenregion und
der Ausrichtung der Kopfgruppen durch Kompression hin.
Bestimmung der Struktur einer PLFE-Lipidmembran mittels Hochdruck-
Neutronenreﬂektometrie
Die Hochdruck-Neutronenreﬂektomtriemessungen wurden an dem Reﬂektometer Fi-
garo des
”
Institut Laue-Langevin“ (ILL) durchgefu¨hrt. Abbildung 4.44 zeigt die Neu-
tronenreﬂektivita¨tskurven der PLFE-Lipidmembran, adsorbiert auf einer Siliziumober-
ﬂa¨che, bei verschiedenen Dru¨cken. Die Anpassung der resultierenden Daten basiert auf
einem einfachen Schichtmodell, Si/SiO2/PLFE/D2O. Mit der von L. G. Parratt
[110]
entwickelten Rekursionsmethode (siehe Abschnitt 3.1) wurden die Schichtdicke d, die
Neutronenstreula¨ngendichte ρn und die Rauigkeit σ der PLFE-Lipidmembran als An-
passungsparameter gewa¨hlt. Die entsprechenden Parameter der SiO2-Schicht wurden
auf 17 A˚, 3.48 · 10−6 A˚-2 und 5 A˚ festgelegt. [171] Anhand des kritischen Streuvektorbe-
trags Qc wurde die Neutronenstreula¨ngendichte des Lo¨sungsmittels bestimmt.
Zusammenfassend sind die resultierenden Parameter der PLFE-Lipidmembran fu¨r
die verschiedenen Dru¨cke in Tabelle 4.3 dargestellt. Bei einer Temperatur von 25 ◦C und
einem Druck von 50 bar beﬁndet sich die PLFE-Lipidmembran in einer geordneten, la-
mellaren Phase, die a¨quivalent zur Gel-Phase einer Diesterphospholipid-Doppelschicht
ist. Die gefundene Schichtdicke von 51 A˚ entspricht genau einer PLFE-Lipidmembran
auf einer hydratisierten Siliziumoberﬂa¨che. Die Verwendung der Hochdruckzelle fu¨hrt
zu einem limitieren Bereich des Streuvektorbetrags, so dass keine weiteren Strukturin-
formationen, wie beispielsweise die Dicke der Lipid-Kopfgruppenschicht, aus den Neu-
tronenreﬂektivita¨tskurven gewonnen werden ko¨nnen. Chong und Gabriel berechneten
in einer molekularen Modellierung fu¨r eine GDNT-Lipidmembran eine Schichtdicke von
ungefa¨hr 45 A˚. [178] Die Untersuchung einer PLFE-Lipidmembran (Tg = 65
◦C) mittels
Rasterkraftmikroskopie (engl.: atomic force microscopy; AFM) ergab eine Schichtdicke
von 50 A˚, in guter U¨bereinstimmung mit dem hier gefundenen Wert aus der Neu-
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Abbildung 4.44: Neutronenreﬂektivita¨tskurven einer PLFE-Lipidmembran, adsor-
biert auf einer Siliziumoberﬂa¨che (Si/SiO2/PLFE/D2O). Die Symbole beschreiben die
experimentellen Daten und die Linien die Anpassung eines Schichtmodells. Die Mes-
sung der Kurven erfolgte sukzessive von oben nach unten. Die Fehlerbalken sind in der
Gro¨ßenordnung der Datenpunkte. Mit Ausnahme der obersten Kurve, die bei 25 ◦C
gemessen worden ist (mit Sternchen gekennzeichnet), wurden alle Messungen bei 55
◦C durchgefu¨hrt. Die vertikale Verschiebung der Kurven dient der besseren U¨bersicht.
Zum Vergleich wurde eine Neutronenreﬂektivita¨tskurve in Abwesenheit der PLFE-
Lipidmembran dargestellt (Si/SiO2/D2O).
tronenreﬂektivita¨t. Zudem zeigen diese Ergebnisse, dass die Wasserschicht zwischen
Siliziumoberﬂa¨che und PLFE-Lipidmembran nur ein paar A˚ngstro¨m dick sein kann.
Des Weiteren wurden Neutronenreﬂektivita¨tskurven der PLFE-Lipidmembran bei 55
◦C und Dru¨cken bis 1800 bar aufgenommen. In der Literatur wird beschrieben, dass
PLFE-Liposome ab ungefa¨hr 48 ◦C in einer ﬂuideren Phase vorliegen. [81] Damit die
Dichtigkeit der Hochdruckzelle und die Abwesenheit von Luftblasen im Strahlengang
gewa¨hrleistet werden kann, wurde bereits zu Beginn der druckabha¨ngigen Messreihe
ein kleiner Druck appliziert. Die Werte in Tabelle 4.3 weisen keine signiﬁkanten A¨nde-
rungen der Schichtdicke auf, nachdem die Temperatur auf 55 ◦C und der Druck auf 160
bar erho¨ht worden sind. Dennoch fu¨hren die vera¨nderten Bedingungen zu einer Abnah-
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Tabelle 4.3: Ergebnisse der Anpassung eines einfachen Schichtmodells
(Si/SiO2/PLFE/D2O) an die gemessenen Reﬂektivita¨tskurven der PLFE-
Lipidmembran auf einer Siliziumoberﬂa¨che als Funktion des Drucks und der
Temperatur.a
T / ◦C p / bar d / A˚ ρn / 10−6 A˚-2 σ / A˚
25 50 51 2.5 14
55 160 53 1.9 25
55 500 43 1.2 38
55 1000 52 1.6 28
55 1800 44 1.7 20
aSchichtdicke d, Neutronenstreula¨ngendichte ρn und die Rauigkeit σ der PLFE-Lipidmembran. Die
Fehler der Anpassungsparameter sind: d = ±3 A˚, ρn = ±0.2 · 10−6 A˚-2 und σ = ±5 A˚.
me der Neutronenstreula¨ngendichte und zu einer leichten Zunahme der Rauigkeit der
Lipid/Wasser-Grenzﬂa¨che. Diese Vera¨nderungen ko¨nnen auf einen Phasenu¨bergang in
eine ﬂuidere Phase hinweisen, was gleichbedeutend mit einer A¨nderung des Hydrati-
sierungsgrads der Lipid-Kopfgruppen und einer Umorientierung der Alkylketten ist.
Im Rahmen der Genauigkeit des Neutronenreﬂektometrieexperiments hat eine weitere
Druckerho¨hung bis zu 1800 bar nur geringfu¨gigen Einﬂuss auf die Struktur der PLFE-
Lipidmembran (siehe Tabelle 4.3). Dieses Ergebnis ist in guter U¨bereinstimmung mit
den in der Gesamtstudie gefundenen kleinen Werten der Kompressibilita¨t. [177]
Die Neutronenstreula¨ngendichte ρn der PLFE-Lipidmembran, wie sie in Tabelle 4.3
aufgelistet ist, stellt einen gewichteten Mittelwert der Neutronenstreula¨ngendichten
des Lipids ρn,L und des Wassers (D2O) ρn,W dar:
ρn = (1− φW) ρn,L + φWρn,W (4.27)
φW ist hierbei der Volumenanteil des Wassers.
Unter der Annahme einer PLFE-Dichte von 1 mg mL-1 resultiert eine berechnete
Neutronenstreula¨ngendichte fu¨r das Lipid ρn,L von 0.7 · 10−6 A˚-2. Hierzu wurden die
Neutronenstreula¨ngen aller Atome, die in einem PLFE-Moleku¨l enthalten sind, ad-
diert. Der entsprechende Wert fu¨r das Phospholipid, 1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholin (POPC), liegt bei −0.37 · 10−6 A˚-2. Dieser Unterschied in den Neutro-
nenstreula¨ngendichten ist im Wesentlichen auf die stark unterschiedlichen hydrophilen
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Kopfgruppen zuru¨ckzufu¨hren. Die erhaltene Neutronenstreula¨ngendichte der PLFE-
Lipidmembran deutet auf eine nicht vollsta¨ndige bedeckte Siliziumoberfla¨che hin. Das
Aufheizen der PLFE-Lipidmembran zeigt eine Abnahme der Neutronenstreula¨ngen-
dichte, was durch eine Abnahme des Wasseranteils im hydrophoben Lipidmembranin-
neren und gleichzeitige Zunahme der Unordnung und Hydratisierung der hydrophilen
Kopfgruppen beschrieben werden kann.
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4.5 Temperatur- und druckinduzierte
Kristallphasenu¨berga¨nge der Triacylglycerole in
Kakaobutter
In dieser Studie wurde der Einﬂuss hydrostatischer Dru¨cke bis 2000 bar auf die Kristall-
phasen von Kakaobutter bei verschiedenen Temperaturen untersucht. Zur Charakteri-
sierung der einzelnen Phasen unter den gegebenen Bedingungen wurden die Ro¨ntgen-
Klein- und Weitwinkelstreuung verwendet. Die Experimente wurden an der Beamline
Swing am Synchrotron SOLEIL durchgefu¨hrt.
Die Zuordnung der Kristallphasen erfolgte durch Vergleich der resultierenden Bragg-
Reﬂexe mit Literaturdaten. [91] Tabelle 4.4 gibt die charakteristischen Bragg-Reﬂexe der
einzelnen Kristallphasen der Kakaobutter wieder. Zudem wird jeweils die relative Inten-
sita¨t angegeben. Die auftretenden Bragg-Reﬂexe im Kleinwinkelbereich (Q ≤ 1.3 A˚-1)
geben Aufschluss u¨ber den Gittertyp der Kristallphasen. Informationen u¨ber die innere
Struktur der Kristallphasen resultieren aus den Reﬂexen im Weitwinkelbereich. Die Er-
gebnisse zeigen, dass die nach dem Aufschmelzen entstehende Kristallphase stark von
der Kristallisationszeit und dem Abku¨hlproﬁl abha¨ngt. Des Weiteren konnte festgestellt
werden, dass die Reinheit der vorliegenden Kristallphase den Eﬀekt von applizierten
Dru¨cken bestimmt. Je reiner die Kristallphase, desto geringer die druckinduzierte Kris-
tallphasenumwandlung. Bei einer Temperatur knapp oberhalb der Flu¨ssig/Kristallin-
Phasengrenze bewirkt Druck eine Phasenumwandlung in eine instabile Kristallphase.
Dennoch ist der Druckeﬀekt auf die Kristallphasen bis 2000 bar in allen Fa¨llen rever-
sibel.
Eﬀekt der Kristallisationszeit auf das Phasenverhalten der Kakaobutter
Abbildung 4.45 zeigt die Diﬀraktogramme der Kakaobutter im Klein- und Weitwin-
kelbereich fu¨r verschiedene Kristallisationszeiten bei 20 ◦C und 1 bar. Nach dem Auf-
heizen auf 50 ◦C wurde die jeweilige Probe im Ku¨hlschrank (˜7
◦C) zur Kristallisation
aufbewahrt. Das Diﬀraktogramm der Kakaobutter nach einer Kristallisationszeit von
˜48 h weist alle Bragg-Reﬂexe der Kristallphase V auf. Die intensiven Bragg-Reﬂexe
bei 0.098 A˚-1 und 0.196 A˚-1 im Kleinwinkelbereich und der intensive Bragg-Reﬂex bei
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Tabelle 4.4: Die sechs Kristallphasen der Kakaobutter. Modiﬁzierte Darstellung nach
G. M. Chapman et al. [91]
Kristallphase Kleinwinkelbereich Weitwinkelbereich
d / A˚ Q / A˚-1 d / A˚ Q / A˚-1
I 54.0 0.116 S 4.17 1.507 S
27.0 0.233 M 3.87 1.624 M
II 51.0 0.123 VS 4.20 1.496 VS
16.3 0.385 M
III 51.0 0.123 VS 4.20 1.496 VW
25.0 0.251 VW 3.87 1.624 W
16.4 0.383 M
IV 49.0 0.128 VS 4.32 1.454 S
14.8 0.425 W 4.13 1.521 S
3.88 1.619 W
3.75 1.676 M
V 66.0 0.095 S 4.58 1.372 VS
33.0 0.190 S 4.22 1.489 VW
16.2 0.388 VW 3.98 1.579 MW
12.8 0.491 M 3.87 1.624 M
8.1 0.776 M 3.73 1.685 M
7.1 0.885 VM 3.65 1.721 MS
5.4 1.168 M
5.1 1.225 VW
VI 63.0 0.100 S 4.53 1.387 VS
31.0 0.203 S 4.21 1.492 VW
15.9 0.395 VW 4.01 1.567 W
12.7 0.495 MW 3.84 1.636 M
8.0 0.785 MM 3.67 1.712 S
7.0 0.898 W
5.4 1.170 M
5.1 1.234 VW
VS = very strong; MS = medium strong; S = strong; M = medium;
MW = medium weak; W = weak; VW = very weak
1.376 A˚-1 sowie die schwa¨cheren Reﬂexe bei 1.584, 1.630, 1.680 und 1.720 A˚-1 im Weit-
winkelbereich ermo¨glichen die genaue Zuordnung. Jedoch liegt diese Kristallphase nicht
rein vor, da noch sehr schwache Bragg-Reﬂexe bei 0.140, 1.476 und 1.502 A˚-1 detektiert
werden konnten, die die Kristallphase IV charakterisieren. Eine drastisch ku¨rzere Kris-
tallisationszeit von ˜14 h hat eine Intensita¨tsa¨nderung der beschriebenen Bragg-Reﬂexe
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Abbildung 4.45: Diﬀraktogramme von Kakaobutter bei 20 ◦C und 1 bar nach ver-
schiedenen Kristallisationszeiten.
zur Folge. Wa¨hrend die Intensita¨t der charakteristischen Reﬂexe der Kristallphase V
kleiner wird, steigt die Intensita¨t der charakteristischen Reﬂexe der Kristallphase IV an.
Zusa¨tzlich kann ein weiterer Bragg-Reﬂex bei 0.425 A˚-1 detektiert werden, der ebenfalls
der Kristallphase IV zugeordnet wird. Eine weitere Verku¨rzung der Kristallisationszeit
um 2 h auf 12 h verschiebt den Anteil der nebeneinander vorliegenden Kristallphasen
deutlich auf die Seite der Kristallphase IV. Die Diﬀraktogramme in Abha¨ngigkeit der
Kristallisationszeit zeigen somit eine deutliche Vera¨nderung der Intensita¨ten der ver-
schiedenen Bragg-Reﬂexe. Fu¨r die Schokoladenherstellung ist das Vorliegen der Kris-
tallphase V von großer Wichtigkeit, da diese Kristallphase die gewu¨nschten chemischen
Eigenschaften besitzt. [85] Daher ist ein deﬁnierter Abku¨hlprozess und eine bestimmte
Kristallisationszeit von enormer Bedeutung. In diesem Teil der Studie konnte durch die
gewa¨hlte Abku¨hlrate nach 48 h keine reine Kristallphase V detektiert werden.
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Einﬂuss hydrostatischer Dru¨cke bis 2000 bar auf die Kristallphasen der
Kakaobutter
In diesem Teil der Studie wurde der Einﬂuss hydrostatischer Dru¨cke bis 2000 bar
auf die Kristallphasen der Kakakobutter getestet. Abbildung 4.46 zeigt die Diﬀrakto-
gramme der Kakakobutter nach einer Kristallisationszeit von 12 h bei 20 ◦C und 1
bar bzw. 2000 bar. Wie bereits im vorherigen Abschnitt diskutiert, liegt diese Probe
bei Normaldruck als Gemisch der Kristallphasen IV und V vor, wobei der Anteil der
Kristallphase IV u¨berwiegt. Eine Druckerho¨hung auf 2000 bar erzwingt keine Kristall-
phasenumwandlung. Des Weiteren ist kein Einﬂuss auf die Position der Bragg-Reﬂexe
im Kleinwinkelbereich zu erkennen, so dass der Gittertyp der Kristallphase unvera¨ndert
bleibt. Dennoch erzeugt der erho¨hte Druck eine Komprimierung der Netzebenenabsta¨n-
de innerhalb der Kristallphase. Die Bragg-Reﬂexe im Weitwinkelbereich verschieben
sich zu gro¨ßeren Q-Werten, das heißt zu kleinen Absta¨nden. Beispielsweise verschiebt
sich ein Bragg-Reﬂex bei einem applizierten Druck von 2000 bar von 1.374 A˚-1 nach
1.392 A˚-1. Dies entspricht einer Vera¨nderung von ungefa¨hr 0.06 A˚. Eine Verschiebun-
gen dieser Gro¨ßenordnung konnte ebenfalls fu¨r die anderen Bragg-Reﬂexe der jeweiligen
Kristallphase gefunden werden.
Mit steigender Kristallisationszeit erho¨ht sich der Anteil der Kristallphase V durch
Umwandlung der Kristallphase IV zu V. In den Abbildungen 4.47 und 4.48 wird deut-
lich, dass eine Druckerho¨hung dieser Umwandlung entgegenwirken kann. Bei einem
applizierten Druck von 2000 bar konnte, neben den zuvor fu¨r eine Kristallisationszeit
von 12 h (Abbildung 4.46) beschriebenen Vera¨nderungen, eine Intensita¨tszunahme des
Bragg-Reﬂexes bei 1.526 A˚-1 detektiert werden. Die Intensita¨tszunahme unter Druck
ist fu¨r die Probe mit einer Kristallisationszeit von 14 h sta¨rker ausgepra¨gt als bei der
Probe mit einer Kristallisationszeit von 48 h. Dieses Ergebnis zeigt, dass je reiner die
Kristallphase vorliegt, desto ho¨her der applizierte Druck sein muss, um eine Phasen-
umwandlung zu erreichen. Jedoch ist die druckinduzierte Kristallphasenumwandlung
im untersuchten Druckbereich bis 2000 bar reversibel.
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Abbildung 4.46: Druckabha¨ngige Diﬀraktogramme von Kakabutter bei 20 ◦C nach
einer Kristallisationszeit von 12 h.
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Abbildung 4.47: Druckabha¨ngige Diﬀraktogramme von Kakabutter bei 20 ◦C nach
einer Kristallisationszeit von 14 h.
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Abbildung 4.48: Druckabha¨ngige Diﬀraktogramme von Kakabutter bei 20 ◦C nach
einer Kristallisationszeit von 48 h.
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Abbildung 4.49: Temperaturabha¨nigkeit der Diﬀraktogramme von Kakaobutter.
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Tabelle 4.5: Zusammenstellung der Schmelzpunkte der sechs Kristallphasen von Ka-
kaobutter
Kristallphase Wille & Luttona [179] Chapman et al.b [91] Lovegren et al.b [88]
I 17.3 ◦C 13.5 ◦C
II 23.3 ◦C 19.5 ◦C 20.0 ◦C
III 25.5 ◦C 21.5 ◦C 23.0 ◦C
IV 27.5 ◦C 24.8 ◦C 25.0 ◦C
V 33.8 ◦C 28.1 ◦C 30.0 ◦C
VI 36.3 ◦C 32.9 ◦C 33.5 ◦C
a: Ergebnisse aus ro¨ntgendiﬀraktometrischen Messungen;
b: Ergebnisse aus kalorimetischen Messungen
Aufschmelzen der Kakaobutter
Die temperaturabha¨ngigen Diﬀraktogramme der Kakaobutter nach einer Kristallisa-
tionszeit von 14 h zeigt Abbildung 4.49. Es wird deutlich, dass die untersuchte Probe
auch bei tiefen Temperaturen (11 ◦C) als Mischung aus den Kristallphasen IV und V
mit deutlich ho¨herem Anteil von Kristallphase V vorliegt.
In Tabelle 4.5 sind die Schmelzpunkte der einzelnen Kristallphasen von Kakaobut-
ter aus verschiedenen Literaturquellen zusammengestellt. Die große Abweichung in den
Schmelzpunkten einer Kristallphase kann zum einen durch die unterschiedlichen Me-
thoden erkla¨rt werden, aber es ist auch sehr wahrscheinlich, dass die Zusammensetzung
der untersuchten Kakaobutter unterschiedlich war. Es ist bekannt, dass je nach Her-
kunftsland der Kakaobohnen, die prozentualen Anteile der Komponenten variieren und
daher die physikalischen Eigenschaften der Kakaobutter unterschiedlich sind. [86] So ent-
ha¨lt beispielsweise die Kakaobutter aus Brasilien 17.9 % POP, 37.1 % POS und 26.0
% SOS, wa¨hrend die Kakaobutter aus Malaysia 16.4 % POP, 40.0 % POS und 31.1 %
SOS entha¨lt. [86]
Eine Messtemperatur von 11 ◦C liegt unterhalb der Schmelztemperatur von Kristall-
phase I. Dennoch ko¨nnen im Diﬀraktogramm bei 11 ◦C nur die Kristallphasen IV und
V nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis zeigt, dass es im Zeitraum von Tagen nicht
mo¨glich ist, eine Kristallphasenumwandlung im festen Zustand durch Abku¨hlung zu
erreichen. Bei einer Temperatur von 30 ◦C liegt die untersuchte Probe ausschließlich
in der Kristallphase V vor, was mit dem Schmelzpunkt der Kristallphase IV gut u¨ber-
einstimmt (siehe Tabelle 4.5). Die verwendete Kakaobutter ist ab einer Temperatur
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Abbildung 4.50: Druckabha¨ngigkeit der Kristallphasen von Kakaobutter an der
Flu¨ssig/Kristallin-Phasengrenze.
von 32.5 ◦C komplett aufgeschmolzen, so dass der Schmelzpunkt der Kristallphase V
zwischen 30 ◦C und 32.5 ◦C liegt.
Druckinduzierte Kristallphasenumwandlung an der Flu¨ssig/Kristallin-
Phasengrenze
In Abbildung 4.50 werden die druckabha¨ngigen Diﬀraktogramme der Kakaobutter an
der Flu¨ssig/Kristallin-Phasengrenze dargestellt. Die Probe wurde aus der Kristallphase
V durch Temperaturerho¨hung aufgeschmolzen und beﬁndet sich bei ungefa¨hr 33 ◦C und
1 bar in der ﬂu¨ssigen Phase. Eine Druckerho¨hung auf 500 bar zeigt keine A¨nderungen
im Diﬀraktogramm. Ab einem Druck von 1000 bar entstehen Bragg-Reﬂexe, die aus
einer druckinduzierten Kristallisation der Kakaobutter resultieren. Die auftretenden
Bragg-Reﬂexe bei 0.129 A˚-1, 0.235 A˚-1 sowie 0.389 A˚-1 im Kleinwinkelbereich und der
Bragg-Reﬂex bei 1.510 A˚-1 charakterisieren eindeutig die Kristallphase III. Eine Um-
wandlung der Kristallphasen von III nach II erfolgt durch sukzessive Druckerho¨hung auf
schließlich 2000 bar. Diese Umwandlung mit steigendem Druck kann durch die Inten-
sita¨tsabnahme des Bragg-Reﬂexes bei 0.235 A˚-1 und die simultane Intensita¨tszunahme
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des Bragg-Reflexes bei 0.389 A˚-1 identifiziert werden. Allerdings ist die druckinduzier-
te Kristallisation nach Druckentlastung reversibel. Dennoch konnte in diesem Teil der
Studie gezeigt werden, dass die Druckanwendung auf verflu¨ssigte Kakaobutter die in-
stabilen Kristallphasen II und III begu¨nstigt, ohne zuvor die stabileren Kristallphasen
IV und V zu bilden.
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5 Zusammenfassung
Die wesentlichen Ergebnisse dieser Arbeit ermo¨glichen ein tiefer gehendes Versta¨ndnis
von spezifischen Prozessen innerhalb einer biologischen Zelle. So konnte im Rahmen
dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Struktur, die Wechselwirkung und die Dynamik
von Insulin stark von der gewa¨hlten Lo¨sungsmittelbedingung abha¨ngt. Die Zugabe
von 20 Vol.-% Ethanol zu einer Insulinlo¨sung bei einem pD-Wert von 2 verhindert die
Aggregation und Fibrillenbildung. In diesem Fall weist die aus NSE-Messungen resultie-
rende Q-Abha¨ngigkeit des scheinbaren Diffusionskoeffizienten eine a¨hnliche Dynamik
auf wie eine konzentrierte Lysozymlo¨sung, na¨mlich kollektive Diffusion. Die repulsi-
ven Coulomb-Wechselwirkungen zwischen den Insulinmoleku¨len fu¨hren zu einer Maxi-
mierung des intermolekularen Abstands und somit zu einer gleichma¨ßigen Verteilung
der Insulinmoleku¨le in Lo¨sung. Die auftretende Wechselwirkung bewirkt einen Anstieg
des Diffusionskoeffizienten fu¨r Q-Werte, die kleiner sind, als die Position des Korre-
lationspeaks im Strukturfaktor. Kollektive Diffusion der Probenlo¨sung bedeutet eine
geringe osmotische Kompressibilita¨t des Systems, was schließlich zu einer versta¨rkten
Relaxation der Dichte- oder Konzentrationsfluktuationen fu¨hrt. Demgegenu¨ber konnte
das Ausbleiben der kollektiven Diffusion fu¨r eine Insulinlo¨sung in Anwesenheit von 100
mM NaCl bei einem pD-Wert von 2.4 sowohl bei 25 ◦C als auch bei 45 ◦C gefunden
werden. Das Salz schirmt die Coulomb-Wechselwirkungen der positiv geladenen Insu-
linmoleku¨le ab. Hierdurch wird die Aggregation und Fibrillenbildung gefo¨rdert.
Zusa¨tzlich wurde der zeitabha¨ngige Verlauf des Diffusionskoeffizienten D wa¨hrend der
Fibrillenbildung von Insulin bei einer Temperatur von 45 ◦C und einem pD-Wert von
2 mittels NSE-Spektroskopie fu¨r verschiedene Streuvektorbetra¨ge detektiert. Der ent-
sprechende zeitliche Verlauf der Struktura¨nderungen des Insulins bzw. der entstehenden
Amyloidfibrillen konnte durch fluoreszenzspektroskopische Messungen und Ro¨ntgen-
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Kleinwinkelstreuexperimente aufzeigt werden. Die zeitliche Abnahme des Diﬀusions-
koeﬃzienten steht im Einklang mit dem Anwachsen der Insulinaggregate wa¨hrend der
Fibrillenbildung. Interessanterweise ist diese Abnahme des Diﬀusionskoeﬃzienten un-
abha¨ngig von der betrachteten La¨ngenskala, das heißt, die Insulinmoleku¨le diﬀundieren
unabha¨ngig als starre Teilchen durch die Lo¨sung.
In einem weiteren Projekt wurde die temperatur- und druckinduzierte Entfaltung
des Proteins Staphylokokken-Nuklease (SNase) mittels FT-IR-Spektroskopie in Anwe-
senheit und Abwesenheit des makromolekularen Crowders Ficoll PM 70 (30 Gew.-%)
sowie in der
”
self-crowding“-Situation (SNase 15 Gew.-%) bei pD 5.5 untersucht. Zu-
sa¨tzliche thermodynamische Parameter des Proteins wurden aus kalorimetrischen Mes-
sungen bestimmt. Die resultierenden Ergebnisse ermo¨glichten die Etablierung eines
p, T -Stabilita¨tsdiagramm von SNase fu¨r die zuvor genannten Konditionen (Abbildung
4.29). Es wird deutlich, dass eine hochkonzentrierte Makromoleku¨llo¨sung zu einer deut-
lich erho¨hten Proteinstabilita¨t fu¨hrt; so steigt die Entfaltungstemperatur Tm einer 3
gew.-%igen SNase-Lo¨sung um 1.4 ◦C (FT-IR) bzw. einer 0.3 gew.-%igen SNase-Lo¨sung
um 4 ◦C (DSC) und der Entfaltungsdruck pu um ungefa¨hr 1.8 kbar im untersuch-
ten Temperaturbereich zwischen 5 ◦C und 50 ◦C. Eine Stabilisierung des Proteins
gegenu¨ber der druckinduzierten Entfaltung um 0.8 kbar konnte fu¨r die
”
self-crowding“-
Bedingung gefunden werden. Ein Einﬂuss des makromolekularen Crowders auf den
prozentualen Anteil der jeweiligen Sekunda¨rstrukturelemente des Proteins konnte hin-
gegen nicht festgestellt werden.
Im Allgemeinen wird der Eﬀekt makromolekularer Crowder auf Proteine ha¨uﬁg durch
die Reduzierung des verfu¨gbaren Volumens beschrieben (Ausschlussvolumen). Da der
gefaltete Zustand kompakter als der entfaltete Zustand eines Proteins ist, fu¨hrt die Hin-
zugabe von inerten Makromoleku¨len zu einer Stabilisierung des gefalteten Zustands.
Eine Stabilisierung des Proteins tritt bereits auf, wenn etwa 10 Vol.-% (φC = 0.1)
der Lo¨sung mit Makromoleku¨len besetzt sind. Mit steigender Konzentration steigt der
Grad der Stabilisierung. Erste theoretische Berechnungen zur Beschreibung des makro-
molekularen Crowding wurden von Zhou et al. [33,34] durchgefu¨hrt. Diese Berechnungen
behandeln ausschließlich das Ausschlussvolumen durch Makromoleku¨le, also entropi-
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sche Beitra¨ge, und vernachla¨ssigen jegliche enthalpischen Beitra¨ge. Die Stabilisierung
von SNase in einer 30 gew.-%igen Ficolllo¨sung (φC = 0.29) wurde nach diesem Mo-
dell zu +0.65 kBT berechnet und der Effekt des ”
self-crowdings“ einer 15 gew.-%igen
SNase-Lo¨sung (φC = 0.1) mit +0.52 kBT . Wa¨hrend gefaltete Proteine aufgrund ihrer
kompakten Form nur in den Hohlra¨umen des poro¨sen Netzwerks des makromolekularen
Crowders Platz finden, die gro¨ßer sind als das Protein selbst, ko¨nnen sich entfaltete
Proteine auch in kleineren Hohlra¨umen befinden. Gleichzeitig jedoch werden die reali-
sierbaren Konformationen der Polypeptidketten in Anwesenheit des makromolekularen
Crowders verringert. Mit steigender Konzentration an Makromoleku¨len steigt der Bei-
trag des zweitgenannten Effekts schneller als der Beitrag des erstgenannten und dies
fu¨hrt zu einem Minimum in ∆∆Gf (φC), also zu einer maximalen Stabilisierung des
nativen Proteins.
Zusa¨tzlich wurden die Phasengrenzlinien des p, T -Stabilita¨tsdiagramm des Proteins
in Anwesenheit und Abwesenheit des makromolekularen Crowders Ficoll PM 70 (30
Gew.-%) auf Basis von thermodynamischen Variablen berechnet. Aufgrund der vielen
verwendeten Parameter und deren Fehlergrenzen bzgl. der Temperatur- und Druck-
abha¨ngigkeit du¨rfen die resultierenden Daten nicht als quantitativ angesehen werden.
Dennoch konnte gezeigt werden, dass die Kontur der Phasengrenze in Anwesenheit des
makromolekularen Crowders stark durch die temperaturabha¨ngige Volumena¨nderung
der Proteinentfaltung beeinflusst wird. Die Volumena¨nderung der Proteinentfaltung in
Anwesenheit und Abwesenheit des makromolekularen Crowders ist dennoch bei glei-
cher Temperatur innerhalb des experimentellen Fehlers gleich.
Neben den statischen Messungen wurde auch die drucksprunginduzierte Faltungski-
netik des Proteins SNase bei verschiedenen Temperaturen in Anwesenheit und Ab-
wesenheit des makromolekularen Crowders Ficoll PM 70 (30 Gew.-%) mittels FT-
IR-Spektroskopie untersucht. Die Ergebnisse zeigen eine Faltungsgeschwindigkeit des
Proteins, die um einen Faktor 4 in Anwesenheit des makromolekularen Crowders klei-
ner ist. Es konnte gezeigt werden, dass die Mikroviskosita¨t des Lo¨sungsmittels einen
entscheidenden Einfluss auf die verlangsamte Faltungskinetik hat und den Beitrag des
Ausschlussvolumens, der alleine eine Zunahme der Faltungsgeschwindigkeit bewirken
wu¨rde, kompensiert und sogar u¨bersteigt. Eine A¨nderung der Mikroviskosita¨t ist gleich-
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bedeutend mit einer A¨nderung des Reibungswiderstands in unmittelbaren Nachbar-
schaft der Faltungsdoma¨ne. Die Porengro¨ße des makromolekularen Crowdernetzwerks
deﬁniert das Maß der Sto¨rung der zugrundeliegenden Dynamik der Polypeptidketten.
So beno¨tigt die Faltung eines β-Faltblattes eine relativ großra¨umige und nicht-lokale
Polypeptidkettendiﬀusion, was eine geringe Porengro¨ße, wie sie eine 30 gew.-%ige Fi-
colllo¨sung aufweist, verhindert. Die Faltung von α-Helices ist hingegen unabha¨ngig
von der Porengro¨ße, da nur lokale Umorientierungen eine Rolle spielen. [167] Die Fal-
tungsgeschwindigkeit des αβ-Proteins SNase kann somit auch u¨ber die Porengro¨ße des
makromolekularen Crowdernetzwerks gesteuert werden. Die Verwendung von makro-
molekularen Crowdern mit geringer molarer Masse, wie Glukose oder Xylose, weist
jedoch auch bei hohen Konzentrationen ein anderes Verhalten auf. [169] Die temperatur-
abha¨ngige A¨nderung der Faltungskinetik des Proteins in Anwesenheit und Abwesenheit
des makromolekularen Crowders Ficoll PM 70 (30 Gew.-%) kann ausschließlich u¨ber
die Abnahme der dynamischen Viskosita¨t von Wasser erkla¨rt werden.
Im dritten Projekt konnte erstmals mit zwei oberﬂa¨chensensitiven Methoden, der
Neutronenreﬂektometrie und der internen Totalreﬂexionsﬂuoreszenzspektroskopie, der
Einﬂuss von doppelt-lipidierten Ras-Proteinen auf die Struktur einer Lipiddoppel-
schicht unter hydrostatischen Dru¨cken bis 2000 bar bei 25 ◦C gezeigt werden. Hierbei
wurde das Protein N-Ras mit zwei Ankermotiven, einem Hexadecyl (HD)- und einem
Farnesyl (Far)-Rest, in der nicht-hydrolysierbaren, aktiven Form (GppNHp) verwendet.
Die Inkorporation erfolgte in eine DOPC-Lipiddoppelschicht, die bei 25 ◦C in der ﬂui-
den Phase vorliegt und auf einem festen Tra¨germaterial (Silizium und Quarz) adsorbiert
war. Die Lipiddoppelschicht wurde vor der Zugabe des Proteins durch druckabha¨ngi-
ge Messungen charakterisiert. Hierbei konnte mit beiden Messmethoden gezeigt wer-
den, dass die Druckapplikation zu einer dichteren Packung der Lipiddoppelschicht und
somit zu einer scha¨rfer ausgepra¨gten polar/unpolar-Grenzschicht fu¨hrt. Dieser Trend
ist eindeutig im druckabha¨ngigen Streula¨ngendichteproﬁl und in der druckabha¨ngigen
Zunahme des GP -Wertes zuerkennen. Eine anschließende Druckentlastung des Sys-
tems fu¨hrt wieder zum Ausgangszustand, so dass das druckabha¨ngige Verhalten der
Lipiddoppelschicht als reversibel angenommen werden kann. Nach Zugabe des Prote-
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ins N-Ras HD/Far (c = 0.01 mg mL-1) zeigte sich eine erho¨hte Streula¨ngendichte im
Kopfgruppenbereich (NR) und eine leichte Zunahme des GP -Wertes (TIRF) aufgrund
des Einbaus der Ankerketten in die Lipiddoppelschicht. Zudem konnte durch den Ein-
bau des Proteins, in den TIRF-spektroskopischen Untersuchungen ein Resonanzener-
gietransfer (FRET) gemessen werden, wenn sowohl das Protein als auch die Lipid-
doppelschicht mit den extrinsischen Fluorophoren BODIPY und LAURDAN markiert
waren. Die Erho¨hung der Planarita¨t und Packungsdichte der Lipiddoppelschicht mit
steigendem Druck wird in Anwesenheit der doppelt-lipidierten Ras-Proteine versta¨rkt.
Die TIRF-Messungen mit BODIPY-marktiertem N-Ras HD/Far konnten zeigen, dass
der Adsorptionsgrad u¨ber den gesamten Druckbereich bis 2 kbar konstant bleibt.
Weiterhin wurde die Struktur der Lipidmembran von Archaeen erforscht. Die polare
Lipidfraktion E (engl.: polar lipid fraction E; PLFE) entha¨lt den gro¨ßten Anteil an bipo-
laren Tetraetherlipiden in dem thermoacidophilen Archaeon Sulfolobus acidocaldarius.
Die PLFE ist eine Mischung aus ˜90 % Glycerol-dialkyl-nonitol-tetraether (GDNT)
und ˜10 % Glycerol-dialkyl-glyceryl-tetraether (GDGT). Um neue Erkenntnisse u¨ber
die außergewo¨hnliche Struktur der PLFE-Lipidmembranen zu erlangen, wurde in die-
sem Teil der Arbeit der Einfluss von hohen hydrostatischen Dru¨cken auf die Membran-
dicke, die Rauigkeit und die Streula¨ngendichte einer PLFE-Lipidmembran untersucht.
Mithilfe der Neutronenreflektometrie wurden diese Eigenschaften der an einer Siliziu-
moberfla¨che gespreiteten PLFE-Lipidmembran bei 25 ◦C und 50 bar bzw. 55 ◦C und
Dru¨cken bis 1800 bar detektiert. Die Auswertung der Neutronenreflektometriekurve der
PLFE-Lipidmembran (Tg = 80
◦C) bei 25 ◦C und 50 bar ergab eine Schichtdicke von
51 A˚, in guter U¨bereinstimmung mit dem mittels Rasterkraftmikroskopie gefundenen
Wert von 50 A˚. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Wasserschicht zwischen Siliziumober-
fla¨che und PLFE-Lipidmembran nur ein paar A˚ngstro¨m dick sein kann. Eine Erho¨hung
der Temperatur auf 55 ◦C fu¨hrt zu einer Abnahme der Neutronenstreula¨ngendichte
und zu einer leichten Zunahme der Rauigkeit der Lipid/Wasser-Grenzfla¨che. Dies ist
gleichbedeutend mit einer A¨nderung des Hydratisierungsgrads der Kopfgruppe und ei-
ner Umorientierung der Alkylketten, was einen Phasenu¨bergang in eine fluidere Phase
andeutet. Eine sukzessive Druckerho¨hung bei 55 ◦C weist keine signifikanten Vera¨n-
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derungen der PLFE-Lipdmembran auf. Dieses Ergebnis ist in guter U¨bereinstimmung
mit den, in der Gesamtstudie gefunden, kleinen Werten der Kompressibilita¨t. [177]
Kombiniert mit den Ergebnissen der Gesamtstudie [177] ermo¨glichen die erhaltenen Da-
ten ein tiefer gehendes Versta¨ndnis der rigiden, dicht-gepackten Struktur und der au-
ßerordentlichen thermischen Stabilita¨t der PLFE-Lipidmembran. Des Weiteren ergab
die Studie neue Einblicke in den Mechanismus, wie Zellmembranen unter extremen Be-
dingungen, wie beispielsweise hohen Temperaturen oder Dru¨cken, existieren ko¨nnen.
Der letzte Teil dieser Arbeit gewa¨hrt einen ersten Einblick in den Einﬂuss hydrosta-
tischer Dru¨cke bis 2000 bar bei verschiedenen Temperaturen auf das Phasenverhalten
von Triacylglycerolen in Kakaobutter. Die Untersuchungen wurden mittels Ro¨ntgen-
Klein- und Weitwinkelstreuung durchgefu¨hrt. Zur Charakterisierung der sechs mo¨gli-
chen Kristallphasen wurden die Bragg-Reﬂexe mithilfe von Literaturdaten der entspre-
chenden Kristallphase zugeordnet. Nach dem Aufschmelzen der Kakaobutter bei 50 ◦C
erfolgte die anschließende Kristallisation bei ungefa¨hr 7 ◦C. Zuerst wurde der Einﬂuss
unterschiedlicher Kristallisationszeiten getestet. Hierbei zeigte sich, dass das gewa¨hlte
Abku¨hlproﬁl selbst nach 48 h Kristallisationszeit keine reine Kristallphase V bei 20
◦C liefert. In temperaturabha¨ngigen Messungen konnte nachgewiesen werden, dass ab
einer Temperatur von 30 ◦C Kristallphase V in reiner Form vorliegt. Dies ist darauf
zuru¨ckzufu¨hren, dass der Schmelzpunkt von Kristallphase IV bei ungefa¨hr 26± 1.5 ◦C
liegt (siehe Tabelle 4.5). Eine erneute Abku¨hlung der Probe auf Raumtemperatur wu¨r-
de die gewu¨nschte reine Kristallphase V in einem lagerfa¨higen Zustand erzeugen. Diese
Art der Wa¨rmebehandlung (Aufschmelzen → Kristallisation bei tiefen Temperaturen
→ Ausbildung instabiler Kristallphasen (II oder III) → Aufheizen bis oberhalb der
Schmelztemperatur der Kristallphase IV → Abku¨hlung der reinen Kristallphase V auf
Raumtemperatur) wird als
”
tempering“ bezeichnet und momentan in der Lebensmittel-
industrie zur Schokoladenherstellung angewendet. Der physikalische Parameter Druck
wurde in dieser Studie zum ersten Mal auf Kakaobutter angewendet. Die Applikati-
on von hydrostatischen Dru¨cken bis 2000 bar auf bereits auskristallisierte Kakaobutter
zeigte keinen großen Einﬂuss auf den Polymorphismus. Dennoch konnte gezeigt werden,
dass zum einen der Einﬂuss des Drucks umso geringer war, je reiner die Kristallphase
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vorlag, und zum anderen bewirkt Druck die Verschiebung des Kristallphasengleichge-
wichts auf die Seite der Kristallphase mit dem niedrigeren Schmelzpunkt. Von großer
Bedeutung ko¨nnte das druckabha¨ngige Verhalten der Kakaobutter bei Temperaturen
knapp oberhalb der Flu¨ssig/Kristallin-Phasengrenze sein. Hier konnte gezeigt werden,
dass die Kakaobutter ab einem Druck von circa 1000 bar direkt aus der Schmelze in
die instabile Kristallphase III mit kleinen Anteilen der Kristallphase II rekristallisiert.
Eine weitere Druckerho¨hung auf 2000 bar verschiebt das Kristallphasengleichgewicht
auf die Seite der Kristallphase II. Interessanterweise wurden diese Kristallphasen direkt
gebildet ohne vorherige Ausbildung der Kristallphase IV und V, obwohl die Schmelze
aus der Kristallphase V erzeugt wurde. Jedoch sind alle druckinduzierten Vera¨nderun-
gen unter den untersuchten Bedingungen reversibel. Mo¨glicherweise fu¨hrt eine Verrin-
gerung der Temperatur knapp unterhalb des Schmelzpunkts der Kristallphase V bei
konstant bleibendem Druck von ungefa¨hr 2000 bar zu einer tempora¨ren Kristallisation
der instabilen Kristallphase III, die nach Druckentlastung zeitnah in die Kristallphase
V umkristallisiert. Somit stellt die Druckapplikation eine mo¨gliche Alternative bei der
Schokoladenherstellung dar. Die Lagerfa¨higkeit und somit die unerwu¨nschte Kristall-
phasenumwandlung von V nach IV (das sogenannte
”
fat bloom“) nach der Herstellung
der Kristallphase V durch Druckapplikation muss noch getestet werden.
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6 Anhang
6.1 Strukturelle Charakterisierung des
makromolekularen Crowders Dextran 70
Zusa¨tzlich zur strukturellen Charakterisierung des makromolekularen Crowders Ficoll
PM 70 wurde auch Dextran 70 mittels Ro¨ntgen-Kleinwinkelstreuung an der Beamline
ID02 des Synchrotrons ESRF und der Beamline BW4 des Synchrotrons DESY unter-
sucht. Abbildung 6.1 zeigt repra¨sentative Streukurven von Dextran 70 (1 Gew.-%) in
Abha¨ngigkeit des Drucks bei 25 ◦C. Die gezeigten Streukurven sind um den Streubei-
trag des Lo¨sungsmittels unter Beru¨cksichtigung des speziﬁschen Volumens von Dextran
70 (v = 0.620 mL g-1 [180]) korrigiert. Das druckabha¨ngige Verhalten des Gyrationsra-
dius im Bereich zwischen 1 bar und 2500 bar ist in Abbildung 6.2 fu¨r 25 ◦C und 57
◦C gezeigt. Bei 25 ◦C und 1 bar betra¨gt der Gyrationsradius fu¨r Dextran 70 4.77± 0.2
nm und bei 57 ◦C und 1 bar 4.80 ± 0.2 nm. Unter der Annahme eines kugelfo¨rmigen
Teilchens entspricht der gemessene Gyrationsradius von 4.77 nm bei 25 ◦C einem Teil-
chenradius von 6.16 nm.
Der druckabha¨ngige Verlauf des Gyrationsradius bei 25 ◦C macht deutlich, dass Dex-
tran 70 ab einem Druck von circa 1900 bar leicht durch das Eindringen von Wasser
aufquillt. Dieser Eﬀekt wird ab circa 2300 bar durch den applizierten Druck aufgeho-
ben. Bei einer Erho¨hung der Temperatur auf 57 ◦C quillt das Crowdermoleku¨l bereits
ab einem Druck von 1100 bar auf. Ab 2000 bar wird dieser Eﬀekt wieder aufgehoben.
Der stark verringerte Gyrationsradius ab ungefa¨hr 2400 bar ist auf einen Kollaps des
Crowdermoleku¨ls zuru¨ckzufu¨hren.
Die Kratky-Auftragung des makromolekularen Crowders Dextran 70 mit einer Konzen-
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Abbildung 6.1: Repra¨sentative Ro¨ntgen-Kleinwinkelstreukurven von Dextran 70
(1 Gew.-%) in Abha¨ngigkeit des Drucks bei 25 ◦C.
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Abbildung 6.2: Gyrationsradius RG von Dextran 70 (1 Gew.-%) im Druckbereich
zwischen 1 bar und 2500 bar bei 25 ◦C () und bei 57 ◦C (×).
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Abbildung 6.3: Kratky-Auftragung des makromolekularen Crowders Dextran 70 mit
einer Konzentration von 15 Gew.-% (links) und 30 Gew.-% (rechts). Der Eﬀekt der
Druckapplikation (von 1 bar bis 2500 bar) auf die Streukurven wird durch den schwar-
zen Pfeil verdeutlicht.
tration von 15 Gew.-% (links) und 30 Gew.-% (rechts) ist in Abbildung 6.3 dargestellt.
Wie bereits fu¨r Ficoll PM 70 erla¨utert, resultieren aus dem Kratky-Plot globale Infor-
mationen u¨ber die Netzwerkstruktur von Polymeren oder polymer-a¨hnlichen Moleku¨-
len. Im Gegensatz zu Ficoll PM 70 weist Dextran 70 bereits bei einer Konzentration
von 15 Gew.-% eine stark verkna¨ulte Netzwerkstruktur auf, die durch Druckapplikation
oder Konzentrationserho¨hung noch weiter versta¨rkt wird.
Ebenso wie Ficoll PM 70 kann auch Dextran 70 als inerter makromolekularer Crowder
verwendet werden, um die hochkonzentrierte Lo¨sung innerhalb einer biologischen Zelle,
sowohl bei hohen Temperaturen als auch bei hohen Dru¨cken, zu imitieren. Insgesamt
sind die gefundenen strukturellen Vera¨nderung von Dextran 70 unter Dru¨cken bis 2500
bar vernachla¨ssigbar klein.
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6.2 Temperatur- und Druckstabilita¨t von mizellarem
Dodecylphosphocholin
Ungefa¨hr 30 % aller natu¨rlich vorkommenden Proteine sind in Zellmembranen eingela-
gert und spielen eine entscheidende Rolle bei zellula¨ren Funktionen, wie beispielsweise
der Signalweiterleitung oder dem Transport von Proteinen oder Ionen durch die Zell-
membran. [181,182] Trotz ihrer enormen Bedeutung sind nur weniger als 1 % der Struk-
turen aller Membranproteine bekannt. [182] Die richtige Wahl des Detergens, das zum
einen die native Lipiddoppelschicht imitiert und zum anderen das Protein in der na-
tiven Form stabilisiert, stellt ein großes Problem bei der Aufkla¨rung der Struktur von
Membranproteinen dar. Kleine amphiphile Moleku¨le werden als Detergenzien verwen-
det, um Membranproteine zu lo¨sen und dessen Struktur und Funktion zu untersuchen.
Im Gegensatz zu Phospholipiden bilden Detergenzien mizellare Strukturen, die je nach
chemischer Struktur in Form und Gro¨ße variieren. Es wurde bereits eine Vielzahl von
Detergenzien getestet, um optimale Bedingungen fu¨r ein hochqualitatives Kernspinre-
sonanzspektrum (engl.: Nuclear Magnetic Resonance; NMR) zu erhalten. Das Deter-
genz Dodecylphosphocholin (DPC oder FC-12; siehe Abbildung 6.4) ist ein geeigneter
Kandidat zur Untersuchung von Membranproteinen mittels NMR. L. Columbus et.
al. konnten zeigen, dass die Mizellendimension perfekt mit der hydrophoben Oberﬂa¨-
che des Proteins u¨bereinstimmt. Hierdurch werden Austauschprozesse verhindert, die
die Vollsta¨ndigkeit eines NMR-Spektrums reduzieren. [182] DPC ist ein Phosphocholin
mit einer Alkylkette aus 12 Kohlenstoﬀatomen und bildet aufgrund des Packungspa-
rameters μ ab einer Konzentration von 1.1 mM (kritische Mizellenkonzentration; cmc)
Mizellen in wa¨ssriger Lo¨sung aus.
Abbildung 6.4: Strukturformel des verwendeten Dodecylphosphocholins.
Dodecylphosphocholin wurde von der Firma Avanti Polar Lipids, Inc. (Alabaster,
Al, USA) und Magnesiumchlorid (MgCl2) von der Firma Sigma-Aldrich (Schnelldorf,
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Abbildung 6.5: Druckabha¨ngige Ro¨ntgen-Kleinwinkelstreukurven von mizellarem Do-
decylphosphocholin (c = 250 mM) bei 10 ◦C und einem Druckbereich zwischen 1 bar
und 2500 bar (Schrittweite 100 bar). Zusa¨tzlich wird die Streukurve nach Druckentlas-
tung dargestellt.
Deutschland) erworben und ohne weitere Aufreinigung verwendet. Die gewu¨nschten
Konzentrationen von 100 mM und 250 mM wurden durch Einwaage und anschließen-
de Zugabe der entsprechenden Wasser- und Magnesiumchloridmenge erreicht. Vor der
Messung wurde die Probe intensiv homogenisiert.
Die temperatur- und druckabha¨ngige Strukturuntersuchung von mizellarem DPC wur-
de mittels Ro¨ntgen-Kleinwinkelstreuung an der Beamline ID02 des Synchrotrons ESRF
durchgefu¨hrt. Die Abbildungen 6.5 bis 6.8 zeigen die Ro¨ntgen-Kleinwinkelstreukurven
der Mizelle (c = 250 mM) bei 10, 20, 30 und 40 ◦C in einem Druckbereich von 1 bar
bis 2500 bar (Schrittweite 100 bar). Zusa¨tzlich wird jeweils die Streukurve nach der
Druckentlastung dargestellt, um die Reversibilita¨t der Struktura¨nderung durch Druck
zu u¨berpru¨fen.
Aus einer konzentrationsabha¨ngigen SAXS-Studie von J. Lipfert ist bekannt, dass
DPC eine gestreckte, ellipsoide Form annimmt. Die Dimensionen des hydrophoben
Kerns betragen a = 2.55− 2.75 nm und b = 1.60− 1.65 nm. Die Dicke der Kopfgrup-
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Abbildung 6.6: Druckabha¨ngige Ro¨ntgen-Kleinwinkelstreukurven von mizellarem Do-
decylphosphocholin (c = 250 mM) bei 20 ◦C und einem Druckbereich zwischen 1 bar
und 2500 bar (Schrittweite 100 bar). Zusa¨tzlich wird die Streukurve nach Druckentlas-
tung dargestellt.
pe ta/b betra¨gt circa 0.26 − 0.30 nm. [183] Des Weiteren konnte in dieser Studie gezeigt
werden, dass die Q-Position des zweiten Maximums in der Streuintensita¨t eine direkte
Bestimmung des Durchmessers einer Mizelle von Kopfgruppe zu Kopfgruppe erlaubt.
Bei einer elongierten Mizelle existieren zwei mo¨gliche Absta¨nde zwischen den Kopfgrup-
pen, die zum einen entlang der Halbachse a und zum anderen der Halbachse b verlaufen.
Die Halbachse b weist hierbei die kurze Dimension auf. Statistisch werden mehr Mo-
nomere u¨ber die Halbachse b angeordnet, so dass dies der dominante Abstand in der
Streuintensita¨t ist. Der Abstand von Schwerpunkt zu Schwerpunkt der Kopfgruppen
entlang der ku¨rzeren Dimension der Mizelle betra¨gt ungefa¨hr d = 2b + tb fu¨r ein ge-
strecktes Ellipsoid. Dieser berechnete Abstand d betra¨gt fu¨r die Mizelle DPC ungefa¨hr
3.5 nm. Die experimentellen Daten im Temperaturbereich von 10 bis 40 ◦C bei 1 bar
weisen das zweite Maximum bei einem Q-Wert von ungefa¨hr 1.87 nm-1 auf. Somit kann
der Abstand d na¨herungsweise u¨ber die Beziehung d = 2π/Qmax zu 3.4 nm bestimmt
werden. Die Druckapplikation bis 2500 bar fu¨hrt nur zu einer sehr kleinen Vera¨nderung
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Abbildung 6.7: Druckabha¨ngige Ro¨ntgen-Kleinwinkelstreukurven von mizellarem Do-
decylphosphocholin (c = 250 mM) bei 30 ◦C und einem Druckbereich zwischen 1 bar
und 2500 bar (Schrittweite 100 bar). Zusa¨tzlich wird die Streukurve nach Druckentlas-
tung dargestellt.
der Position des zweiten Maximums. Der Q-Wert betra¨gt fu¨r einen Druck von 2500
bar ungefa¨hr 1.90 nm-1, was einem Abstand d von ungefa¨hr 3.3 nm entspricht. Insge-
samt fu¨hrt Druck nur zu einer vernachla¨ssigbaren Kompression der Mizelle, die nach
Druckentlastung reversibel ist. Die verringerte Streuintensita¨t mit steigendem Druck
muss auf die vera¨nderte Schichtdicke des Probenvolumens zuru¨ckgefu¨hrt werden. Der
Einﬂuss der Monomerkonzentration sowie die Zugabe von 5 mM Magnesiumchlorid auf
die Mizellenbildung ist in Abbildung 6.9 dargestellt. Der unvera¨nderte Q-Wert fu¨r das
zweite Maximum der Streuintensita¨t fu¨r 100 mM DPC im Vergleich zu 250 mM ver-
deutlicht, dass die Konzentration keinen Einﬂuss auf die Gro¨ße der Mizellen hat. Des
Weiteren fu¨hrt auch die Zugabe von 5 mM im Rahmen des Fehlers zu keiner A¨nderung
in der Streukurve.
Insgesamt konnte die durchgefu¨hrte temperatur- und druckabha¨ngige Strukturun-
tersuchung von mizellarem Dodecylphosphocholin bekra¨ftigen, dass dieser Mizellentyp
ein geeigneter Kandidat fu¨r NMR-Studien von Membranproteinen ist. Die Mizelle weist
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Abbildung 6.8: Druckabha¨ngige Ro¨ntgen-Kleinwinkelstreukurven von mizellarem Do-
decylphosphocholin (c = 250 mM) bei 40 ◦C und einem Druckbereich zwischen 1 bar
und 2500 bar (Schrittweite 100 bar). Zusa¨tzlich wird die Streukurve nach Druckentlas-
tung dargestellt.
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Abbildung 6.9: Vergleich der druckabha¨ngigen Ro¨ntgen-Kleinwinkelstreukurven von
mizellarem Dodecylphosphocholin bei einer Konzentration von 100 bzw. 250 mM sowie
nach Zugabe von 5 mM Magnesiumchlorid bei 25 ◦C.
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keine signifikante Strukturvera¨nderung im untersuchten Temperatur- und Druckbereich
von 10 bis 40 ◦C bzw. 1 bar bis 2500 bar auf. Auch eine Konzentrationsa¨nderung bzw.
die Zugabe von kleinen Mengen Salz fu¨hren nicht zu einer Strukturumwandlung. Somit
kann DPC in zuku¨nftigen Hochdruck-NMR-Studien problemlos verwendet werden.
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